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Pojav in širjenje bakterijskih sevov, odpornih na protibakterijske učinkovine, predstavlja 
velik zdravstveni problem na svetovni ravni, zato je vedno večja potreba po odkrivanju 
novih zdravil. Med najbolj znane tarče pri iskanju novih protibakterijskih učinkovin sodijo 
encimi, ki sodelujejo v biosintezi peptidoglikana, ključnega gradnika bakterijske celične 
stene. Prvi korak te biosinteze katalizira encim MurA (UDP-N-acetilglukozamin 
enolpiruvil transferaza), ki ga najdemo v številnih bakterijskih vrstah. V sesalskih celicah 
ni prisoten, zato predstavlja ugodno tarčo za razvoj selektivnih protibakterijskih učinkovin. 
Edini zaviralec encima MurA v klinični rabi je fosfomicin, ki se uporablja za zdravljenje 
okužb urinarnega trakta in okužb z večkrat odpornimi mikroorganizmi. Tudi pri 
fosfomicinu se danes soočamo s problemom bakterijske odpornosti, zato je nujno potreben 
razvoj novih inhibitorjev z drugačno strukturo ali drugačnim mehanizmom delovanja.  
V sklopu magistrske naloge smo načrtovali in sintetizirali maleimidne derivate, 
potencialne zaviralce encima MurA. Maleimid smo izbrali na osnovi rezultatov 
predhodnega testiranja knjižnice fragmentov. Nanj smo pripenjali razne alifatske in 
aromatske fragmente ter ugotavljali, kateri strukturni deli molekule tvorijo boljše 
interakcije z vezavnim mestom encima MurA. 
Sintetizirali smo 15 končnih spojin in njihovih intermediatov, ki smo jih fizikalno-
kemijsko in spektroskopsko ovrednotili ter jim določili aktivnost z biološkim testiranjem in 
vitro na izoliranem encimu MurA. Večina spojin je izkazovala dobre zaviralne lastnosti, 
zato so primerne za nadaljnjo optimizacijo in raziskovanje novih zaviralcev encima MurA. 
 









The occurrence and spread of bacterial strains that are resistant to antibacterial agents 
represent a major global health problem. Because of that, there has been an increased need 
to discover new drugs. Enzymes involved in peptidoglycan biosynthesis, a key building 
block of the bacterial cell wall, are among the most well-known antibacterial targets. The 
first step of this biosynthesis is catalyzed by the MurA enzyme (UDP-N-acetylglucosamine 
enolpyruvyl transferase), which can be found in many bacterial species. This enzyme is not 
present in mammalian cells and therefore represents a favorable target for the development 
of selective antibacterial agents. The only MurA enzyme inhibitor in clinical use to date is 
fosfomycin, which is used to treat urinary tract infections and infections with multidrug-
resistant microorganisms. Recently, however, fosfomycin has been reported to have 
problems with bacterial resistance, and therefore, the development of new inhibitors with a 
different structure or different mechanism of action is necessary. 
As a part of the master’s thesis, we designed and synthesized maleimide derivatives, 
potential inhibitors of the MurA. Maleimide was chosen based on the results of a 
preliminary fragment library testing. We attached various aliphatic and aromatic fragments 
to it and determined which structural parts of the molecule form better interactions with the 
binding site of the MurA enzyme. 
We synthesized 15 final compounds and their intermediates, which were physiochemically 
and spectroscopically evaluated. Moreover, their activity was determined by in vitro 
biological testing on the isolated MurA enzyme. Most of the compounds showed good 
inhibitory properties and are thus suitable for further development as of new MurA 
inhibitors. 
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dd dublet dubleta 
DHFR  dihidrofolat reduktaza 
DHMB    4`-dihidroksi-2`-metilenbutanoatna skupina 
DMF    dimetilformamid 
DMSO   dimetilsulfoksid 
DMSO-d6   devteriran dimetilsulfoksid 
DNK/DNA   deoksiribonukleinska kislina 
EDC    1-etil-3-(-3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid 
Ekv     ekvivalent 
EtOAc    etilacetat 
Et3N    trietilamin 
gtt    kaplja 
HCl    klorovodikova kislina 
Hex    heksan 
ix 
 
HOBt    hidroksibenzotriazol 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
IC50 srednja inhibitorna koncentracija 
IR infrardeča spektroskopija 
J    sklopitvena konstanta 
m    multiplet 
m-A2pm    mezo-diaminopimelinska kislina 
MBK     minimalna baktericidna koncentracija   
MeOH    metanol 
MIK     minimalna inhibitorna koncentracija   
mRNA    informacijska RNA 
MRSA na meticilin rezistentni Staphylococcus aureus 
MS masna spektrometrija 
MurA    UDP-N-acetilglukozamin enolpiruvil transferaza 
NAG    N-acetilglukozamin  
NAM    N-acetilmuraminska kislina 
NaCl    natrijev klorid 
Na2SO4   natrijev sulfat 
NMR  jedrska magnetna resonanca 
PABA    para aminobenzojska kislina  
PEG    polietilen glikol 
PLGA    kopolimer mlečne in glikolne kisline 
x 
 
PEP    fosfoenolpiruvat   
PBP    penicilin-vezoči proteini 
PG    peptidoglikan     
RA    rezidualna aktivnost 
s    singlet 
SAR    razmerje med strukturo in delovanjem 
t triplet 
TLC tankoplastna kromatografija 
tR     retencijski čas 
tRNA    prenašalna RNA 
UDP-NAG   uridin-difosfat N-acetilglukozamin 
UDP-NAM   uridin-difosfat N- acetilmuraminska kislina 
Und-P    undekaprenilfosfat 
ZU    zdravilna učinkovina 
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1. UVOD 
1.1 PROTIBAKTERIJSKE UČINKOVINE 
Protibakterijske učinkovine naravnega izvora so antibiotiki, ki jih mikroorganizmi 
proizvajajo za uničenje ali zaviranje rasti drugih mikroorganizmov. Kemoterapevtiki so 
snovi sinteznega izvora, ki uničujejo patogene mikroorganizme, pri tem pa nimajo 
škodljivih učinkov na gostitelja. V širšem pomenu so to vse protimikrobne učinkovine (1). 
1.1.1 Kratka zgodovina 
Dokazi o uporabi protibakterijskih zelišč in napojev prihajajo že iz antike. O bakterijah kot 
enoceličnih mikroorganizmih je prvi pisal van Leeuwenhoek v drugi polovici 17. stoletja, 
vendar jih do 19. stoletja niso povezovali z boleznimi. Šele Pasteur je s svojimi poskusi 
fermentacije pokazal, da so bakterije veliko bolj razširjene in da so ti mikroorganizmi 
odgovorni za razne bolezni. Njegov zagovornik Lister je ta odkritja prenesel na kirurške 
posege, ko je začel z aseptičnim delom v kirurgiji in tako povečal možnost preživetja. 
Kasneje so znanstveniki poskušali razviti metode cepljenja in odkriti učinkovite 
protibakterijske učinkovine. Eno izmed največjih zaslug ima zagotovo Paul Ehrlich, 
utemeljitelj kemoterapije, ki je na začetku 20. stoletja razvil koncept selektivne toksičnosti 
in za svoje delo prejel tudi Nobelovo nagrado. Leta 1910 je odkril salvarsan, arzenov 
derivat arsfenamin, ki so ga uporabljali za zdravljenje sifilisa. Sredi tridesetih let 20. 
stoletja so odkrili sulfonamide, ki so bili učinkoviti tudi proti sistemskim bakterijskim 
okužbam. Leta 1928 je Aleksander Fleming odkril penicilin, Florey, Chain in kolegi pa so 
ga uspešno izolirali in razvili za uporabo. Danes je na trgu veliko protibakterijskih 
učinkovin, zato so bakterijske okužbe zaenkrat še obvladljive in ozdravljive (2). Kljub 
temu so infekcijske bolezni drugi najpogostejši vzrok smrti na svetu in tretji v gospodarsko 
razvitih državah. Velik zdravstveni problem predstavlja pojav in širjenje odpornih sevov 
(3). 
1.1.2 Pridobivanje in delitev protibakterijskih učinkovin 
Protibakterijske učinkovine lahko pridobivamo biosintezno, kjer kompleksno sintezo 
izvedejo mikroorganizmi, polsintezno, kjer mikroorganizmi sintetizirajo osnovno spojino, 
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nadaljnja sinteza pa poteka sintezno, ali s totalno sintezo, ko je sinteza ekonomsko 
smiselna (4). 
Poznamo širokospektralne antibiotike, ki delujejo na več mikroorganizmov, in antibiotike 
ozkega spektra, ki delujejo bolj usmerjeno na eno skupino. V človeškem telesu se nahaja 
veliko bakterijskih vrst, ki jih lahko razdelimo na različne načine. Po obliki bakterije 
razlikujemo koke, bacile, vibrije in spirile. Glede na okolje, v katerem lahko preživijo 
bakterije, poznamo aerobne, ki potrebujejo kisik, in anaerobne, ki ga ne potrebujejo. Z 
metodo barvanja po Gramu jih razvrstimo na po Gramu pozitivne (obarvajo se 
modrovijoličasto) ali po Gramu negativne bakterije (obarvajo se rdeče). Razlike v barvanju 
so posledica razlike v zgradbi celične stene bakterij (5). 
Glede na način delovanja ločimo antibiotike na bakteriostatične, ki zavirajo rast in 
razmnoževanje mikroorganizmov, in baktericidne, ki bakterije pobijejo. Za kvantitativni 
preizkus občutljivosti na antibiotike se uporablja dilucijski antibiogram, pri katerem se 
določi dva parametra - bakteriostatičnost in baktericidnost antibiotika. Bakteriostatičnost se 
določi z minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK) – najmanjšo koncentracijo antibiotika, 
ki zavira rast bakterij. Po določeni MIK se določi še baktericidnost antibiotika, in sicer z 
minimalno baktericidno koncentracijo (MBK) – koncentracijo antibiotika, pri kateri so vse 
bakterije mrtve (6). 
Po mehanizmu delovanja delimo protibakterijske učinkovine na: 
1) ZAVIRALCE SINTEZE CELIČNE STENE (Slika 1) 
 betalaktami (penicilini, cefalosporini, karbapenemi, monobaktami, zaviralci beta 
laktamaz) 
Betalaktami sodijo med baktericidne antibiotike, ker zavirajo sintezo peptidoglikana. 
Delujejo predvsem na po Gramu pozitivne bakterije (5). Po vstopu skozi bakterijsko 
celično steno se vežejo na penicilin-vezoče proteine (PBP) in ireverzibilno inhibirajo 
delovanje encima transpeptidaze, ki je zadolžen za prečno premreženje peptidnih verig na 
peptidoglikanu. Na ta način je motena sinteza bakterijske celične stene, kar privede do 
aktivacije bakterijskega avtolitičnega sistema in lize celice (1). 
 glikopeptidi (vankomicin) 
Vankomicin se v dimerni obliki veže na D-Ala-D-Ala terminalni dipeptid monomernega 
gradnika peptidoglikana in tako deluje kot sterična ovira za transglikozidaze ter 
 3   
 
transpeptidaze. Zaradi svoje velikosti molekula vankomicina ne prehaja preko zunanje 
membrane po Gramu negativnih bakterij, ampak deluje le na po Gramu pozitivne bakterije 
(2). 
 cikloserin 
Kot mimetik D-alanina zavira encima L-alanin racemazo in D-Ala-D-Ala ligazo ter tako 
onemogoča tvorbo in povezovanje D-alaninskih ostankov (2). 
 bacitracin 
Bacitracin zavira delovanje lipidnega prenašalca, ki je odgovoren za transport gradnikov 
peptidoglikana iz notranjosti celice na zunanjo stran citoplazemske membrane. Namenjen 
je le lokalnemu zdravljenju kožnih infekcij (2). 
 
Slika 1: Kemijske strukture zaviralcev sinteze celične stene. 
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2) ZAVIRALCE PROTEINSKE SINTEZE (Slika 2) 
 aminoglikozidi 
Aminoglikozidi se specifično vežejo na 30S ribosomsko podenoto in tako preprečijo 
vezavo prenašalne RNA (tRNA) na bakterijski ribosom. Na ta način je onemogočena 
povezava med tRNA in informacijsko RNA (mRNA) ter s tem začetna sinteza proteinov. 
Delujejo predvsem na po Gramu negativne bakterije. Imajo razmeroma ozko terapevtsko 
okno, saj so ototoksični ter nefrotoksični (5). 
 tetraciklini 
Tetraciklini so širokospektralni antibiotiki in delujejo bakteriostatično. Vežejo se na 30S 
podenoto bakterijskega ribosoma in onemogočijo vezavo tRNA. Tako prekinejo nadaljnje 
dodajanje aminokislin in rast proteina (2). Tetraciklini tvorijo komplekse z dvovalentnimi 
kationi (npr. v mleku), kar zmanjša absorbcijo, zato jih je potrebno jemati dve uri pred ali 
po takšni hrani oziroma zdravilih (antacidi, pripravki z železom). Vgrajujejo se tudi v 
rastoče kosti in zobe, kjer lahko povzročajo obarvanje in deformacijo (1). 
 kloramfenikol 
Kloramfenikol je bakteriostatičen antibiotik, namenjen zdravljenju okužb s po Gramu 
negativnimi in pozitivnimi mikroorganizmi ter rikecijami. Veže se na 50S podenoto 
bakterijskega ribosoma in zavre sintezo peptidnih vezi med novo nastajajočo beljakovinsko 
verigo in aminokislino, ki se k njej dodaja. Po dolgotrajnejšem zdravljenju in prevelikih 
odmerkih lahko pride do aplazije kostnega mozga (5). 
 makrolidi 
Makrolidi se vežejo na 50S podenoto bakterijskega ribosoma in preprečujejo tvorbo 
peptidne vezi med aminokislinami. V nizkih koncentracijah delujejo bakteriostatično, v 
visokih pa baktericidno, predvsem proti po Gramu pozitivnim bakterijam (7). 
 piranozidni antibiotiki – linkozamidi 
Linkozamidi se vežejo na ista mesta bakterijskega ribosoma kot makrolidi in delujejo na 
podoben način (5). 
 fucidinska kislina 
Je antibiotik steroidne narave, ki se veže z elongacijskim faktorjem, gvanozindifosfatom in 
ribosomi ter tako preprečuje sintezo beljakovin (5). 
 




Slika 2: Kemijske strukture zaviralcev proteinske sinteze. 
 
3) ZAVIRALCE NUKLEINSKIH KISLIN (Slika 3) 
 sulfonamidi 
So bakteriostatični antibiotiki, strukturni analogi para aminobenzojske kisline (PABA), ki 
je substrat za encim dihidropteroat sintetazo. Kot kompetitivni inhibitorji se vežejo v 
aktivno mesto tega encima in tako zavirajo biosintezo tetrahidrofolata v bakterijskih 
celicah. Slednji ima ključno vlogo v sintezi folne kisline in s tem purinskih in 
pirimidinskih baz ter DNK. Evkariontske celice ne morejo same izdelovati folne kisline, 
zato sulfonamidi nanje ne delujejo (2). 
 trimetoprim 
Je bakteriostatičen antibiotik, ki zavira dihidrofolat reduktazo (DHFR) in tako preprečuje 
sintezo tetrahidrofolne kisline. Deluje na po Gramu negativne mikroorganizme (5). 
 kinoloni 
Kinoloni in fluorokinoloni delujejo baktericidno tako, da zavirajo sintezo bakterijske DNA 
z inhibicijo topoizomeraze IV (predvsem pri po Gramu pozitivnih bakterijah) in DNA 
giraze (predvsem pri po Gramu negativnih bakterijah) (2). Topoizomeraze II, kamor sodita 
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ta dva encima, cepijo obe verigi dvojne vijačnice hkrati in tako zavijajo molekulo DNA ter 
tvorijo negativni supernavoj. Z zaviranjem zavijanja oziroma odvijanja DNA sta 
replikacija in transkripcija onemogočeni (8). 
 
Slika 3: Kemijske strukture zaviralcev nukleinskih kislin. 
 
4) ZAVIRALCE DELOVANJA CELIČNE MEMBRANE (Slika 4) 
 polimiksini 
So baktericidni antibiotiki, ki delujejo tako, da razgrajujejo fosfolipidni dvosloj 
prokariontskih celic. Učinkoviti so pri zdravljenju okužb, ki jih povzročajo po Gramu 
negativne bakterije (5). 
 
 
Slika 4: Kemijska struktura zaviralca delovanja celične membrane. 
1.2 PROBLEM ODPORNOSTI 
Odkritje antibiotikov velja za enega najpomembnejših dosežkov v razvoju in napredku 
medicine, saj je rešilo več milijonov življenj (9). V prvih desetletjih po odkritju penicilina 
so intenzivno raziskovali in sintetizirali večino protibakterijskih učinkovin, ki jih 
uporabljamo še danes. V 60. letih prejšnjega stoletja so bili prepričani, da lahko večino 
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nalezljivih bolezni nadzorujemo s trenutnimi učinkovinami, zato so postopoma ukinjali 
razvoj na tem področju. Neustrezno in čezmerno predpisovanje antibiotikov, njihovo 
nepravilno jemanje in preventivna uporaba v veterinarski medicini so v zadnjih desetletjih 
povzročili razvoj bakterijskih sevov, ki izkazujejo odpornost proti posameznim ali več 
različnim antibiotikom (10). 
Odpornost bakterij je lahko prirojena ali pridobljena. O naravni (prirojeni) odpornosti 
bakterij govorimo, ko so vsi sevi bakterijske vrste odporni proti določeni skupini 
antibiotikov. Posamezne vrste bakterij z značilno sestavo celične stene preprečujejo 
antibiotikom, da bi dosegli tarčno mesto delovanja, nekatere vrste pa sploh nimajo tarčnega 
mesta in so tako naravno odporne proti antibiotikom. Pridobljeno bakterijsko odpornost 
proti antibiotikom imajo le posamezni sevi bakterijske vrste ali rodu. Pojavi se lahko zaradi 
mutacij ali s pridobitvijo nove genetske informacije iz druge bakterije, ki nosi zapise za 
odpornost.  
Osnovni mehanizmi bakterijske odpornosti so (Slika 5): 
 sprememba tarčnega  
 mesta antibiotika 
 inaktivacija antibiotika  
 z encimi 
 neprepustnost oziroma  
 zmanjšana prepustnost 
 celične membrane za  
 antibiotik 
 sprememba presnovne poti, 
na katero deluje antibiotik  
 aktivno izčrpavanje antibiotika  
 iz bakterijske celice z aktivnim 
 transportom (5) 
Poznavanje teh mehanizmov je bistveno za načrtovanje novih protibakterijskih učinkovin, 
pri katerih bi bil razvoj odpornosti manj verjeten. Za preprečevanje pojava in širjenja 
odpornosti bo poleg razvoja novih učinkovin potrebna tudi preudarna raba antibiotikov v 
zdravstvu in živinoreji, preprečevanje bakterijskih okužb ter dober nadzor nad 
pojavljanjem odpornih sevov (5,10). 
Slika 5: Mehanizmi odpornosti proti antibiotikom, 
prirejeno po (47). 
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1.3 SINTEZA IN ZGRADBA BAKTERIJSKE CELIČNE STENE 
Osnovni gradnik celične stene je tako pri po Gramu negativnih kot tudi pri po Gramu 
pozitivnih bakterijah peptidoglikan, ki se nahaja na zunanji strani citoplazemske 
membrane. Njegova biosinteza je prikazana na Sliki 6. 
V prvi stopnji, ki poteka v citoplazmi, se sintetizirajo nukleotidni prekurzorji. Iz fruktoza-
6-fosfata tako s pomočjo Glm encimov nastane UDP-N-acetilglukozamin (UDP-NAG), 
nastanek UDP-N-acetilmuramilpentapeptida pa katalizirajo Mur ligaze (MurA, MurB, 
MurC, MurD, MurE in MurF) (11). MurA in MurB najprej iz UDP-NAG sintetizirajo 
UDP-NAM. MurC, MurD, MurE in MurF nato pripnejo še peptapeptid in tako nastane 
končni citoplazemski PG prekurzor UDP-NAM pentapeptid (12).  
V drugi stopnji poteka prenos sintetiziranih prekurzorjev skozi citoplazemsko membrano s 
pomočjo baktoprenola oziroma undekaprenilfosfata (Und-P) (5). MurY prenese 
fosforiliran UDP-NAM pentapeptid na lipidni prenašalec Und-P in tvori kompleks – lipid 
I. MurG nanj pripne še NAG iz UDP-NAG, kar predstavlja nov kompleks – lipid II (12). 
Nastala disaharidna enota se s pomočjo flipaze prenese na zunanjo stran citoplazemske 
membrane, v periplazmo, kjer poteka povezovanje PG enot s pomočjo transglikozilaz in 
transpeptidaz, ki spadajo med penicilin-vezoče proteine (PBP). Transglikozilaza prepozna 
in poveže četrti C-atom ostanka NAG na prekurzorju s prvim C-atomom NAM, ki se 
nahaja na koncu rastoče glikanske verige. Pri tem se tvori β(1 → 4) glikozidna vez, 
baktoprenol se sprosti v fosforilirani obliki in se po hidrolizi ponovno uporabi za sprejem 
naslednjega prekurzorja.  
Nazadnje pride še do transpeptidacije, kjer se linearne glikanske verige med seboj prečno 
povežejo. Reakcijo katalizira encim transpeptidaza, ki odcepi končni D-alanin s 
pentapeptida na prekurzorju in karboksilno skupino D-alanina na preostalem tetrapeptidu 
poveže z aminsko skupino tretjega aminokislinskega ostanka v sosednjem tetrapeptidu. Ta 
povezava je lahko direktna ali pa poteka preko vmesnega glicinskega mostička, odvisno od 



















Peptidoglikanska mreža, ki ovija po Gramu pozitivne bakterije, je sestavljena iz številnih 
plasti (do 40), kar tvori do 50 % mase celične stene. 40 – 45 % te mase predstavlja 
teihoična kislina, ostalih 5 – 10 % pa proteini in polisaharidi.  Teihoična kislina ima zaradi 
svoje zunanje lege ključno vlogo pri pritrjevanju bakterij na gostiteljske celice. Proti njej je 
usmerjena tudi večina protiteles, ki nastajajo proti po Gramu pozitivnim bakterijam. Pri po 
Gramu negativnih bakterijah se PG nahaja v enojni ali dvojni plasti (5 do 10 % mase 
celične stene), navzven pa ga obdajata še zunanja membrana in periplazemski prostor 








Slika 6: Sinteza peptidoglikana, prirejeno po (12). 
Slika 7: Zgradba celične stene po Gramu negativne in po Gramu pozitivne bakterije, 
prirejeno po (14). 
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1.4 VLOGA IN STRUKTURA PEPTIDOGLIKANA 
Bakterijska celična stena daje bakteriji obliko in trdnost, da lahko preživi v okolju, kjer 
koncentracije osmozno aktivnih snovi niso v ravnovesju z bakterijsko citoplazmo (5). 
Poleg tega predstavlja polprepustno membrano, ki selektivno prepušča le določene snovi iz 
okolja ter preprečuje razgradnjo celice z encimi gostitelja (7). Evkariontske celice nimajo 
takšne celične stene, zato je le-ta idealna tarča nekaterih protimikrobnih učinkovin. Celična 
stena, ki torej ovija in ščiti bakterije, je sestavljena iz velikanske mrežaste strukture – 













Osnovni gradnik peptidoglikana je sestavljen iz aminosladkorjev N-acetilglukozamina 
(NAG) in N-acetilmuraminske kisline (NAM), ki sta z β(1 → 4) glikozidno vezjo 
izmenično povezana v dolgo polisaharidno verigo. Te gradnike med seboj prečno 
povezujejo peptidni mostovi (14). Na D-laktilno skupino vsakega ostanka NAM je namreč 
kovalentno pripet pentapeptid, njegova sestava pa se razlikuje odvisno od bakterije. Pri po 
Gramu negativnih bakterijah si aminokisline v njem sledijo v zaporedju: L-alanin, D-
glutamin, mezo-diaminopimelinska kislina (m-A2pm) in dva D-alanina, pri po Gramu 
pozitivnih bakterijah pa je na tretjem mestu namesto m-A2pm L-lizin, na katerega je vezan 
še pentaglicin. Pri po Gramu negativnih bakterijah je povezava med peptidoma 
neposredna, pri po Gramu pozitivnih bakterijah pa poteka preko peptidnih mostičkov iz 
petih zaporednih glicinskih ostankov (13). 
Slika 8: Struktura peptidoglikana (Escherichia coli) (15). 
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1.5 ENCIM MurA 
Encimi, ki sodelujejo v biosintezi PG, so ugodne tarče za protibakterijske učinkovine. V 
citoplazmi ter na notranji in zunanji strani citoplazemske membrane se nahaja več kot 
deset različnih proteinov (15). Veliko antibiotikov v klinični rabi, kot so betalaktami in 
glikopeptidi, inhibira predvsem kasnejše stopnje biosinteze PG, zato so se novejše 
raziskave osredotočile na do sedaj manj izkoriščene citoplazemske stopnje biosinteze PG 
(16). 
MurA (UDP-N-acetilglukozamin enolpiruvil transferaza) je nujno potrebni encim v 
biosintezi bakterijske celične stene, zato služi kot dobra podlaga za oblikovanje novih 
protibakterijskih spojin (17). Po Gramu negativne bakterije vsebujejo eno kopijo gena 
MurA, po Gramu pozitivne pa dve kopiji, medtem ko v sesalskih celicah encim ni prisoten 
(18). MurA katalizira začetno reakcijo v sintezi PG, in sicer prenos enolpiruvatne skupine 
iz fosfoenolpiruvata (PEP) na 3`-hidroksilno skupino UDP-N-acetilglukozamina (Slika 9).  
 
Slika 9: Reakcija encima MurA, prirejeno po (21). 
 
Reakcija poteka po adicijsko-eliminacijskem mehanizmu, ki je prikazan na Sliki 10 (16). 
Najprej se na aktivno mesto encima veže UDP-NAG, potem pa še PEP. Po vezavi 
substratov pride do prenosa protona na PEP, pri čemer nastane oksokarbenijev ion, ki se 
veže na UDP-NAG. V tem koraku se tvori tetraedrični intermediat, v katerem sta substrata 
med seboj kovalentno povezana. V zadnjem koraku reakcije se od C-3 PEP skupine odcepi 
proton, kar vodi do preureditve dvojne vezi med C-2 in C-3 v PEP. Sledi eliminacija 
anorganskega fosfata od tetraedričnega intermediata, ostanek pa je UDP-NAG-enolpiruvat 
(19). 
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Slika 10: Mehanizem reakcije MurA - adicija s sledečo eliminacijo, prirejeno po (20). 
 
Redukcijo nastalega UDP-NAG-enolpiruvata do UDP-NAM katalizira MurB (20). Od 
ATP odvisne ligaze (MurC, MurD, MurE in MurF) nadalje katalizirajo postopno 
pripenjanje pentapeptidne stranske verige na reducirano D-laktilno skupino, kar vodi do 
nastanka UDP-N-acetilmuramilpentapeptida (16). 
Vsi encimi MurA, izolirani iz različnih bakterij, so zgrajeni iz dveh globularnih domen, ki 
vsebujeta podobno razmerje alfa vijačnic in beta upognjenih ravnin. Prav tako je pri vseh 
prisotna površinska zanka s cisteinskim ostankom, ki ima pomembno vlogo pri katalitični 
reakciji. Aktivno mesto, ki leži med obema domenama, se tvori po mehanizmu 
induciranega prileganja (18). Med reakcijo s substratoma UNAG in PEP pride namreč do 
velikih konformacijskih sprememb. Nevezana »odprta« oblika encima tvori najprej 
interakcije z UNAG, kar privede do nastanka binarne »zaprte« oblike, na katero se veže 
drugi substrat, PEP. Prehajanje med oblikama povzroči premik prožne zanke, ki vsebuje 
cisteinski ostanek Cys
115
, proti vezavnemu mestu za PEP (Slika 11) (21). Zaprta oblika 
encima je torej ključna za katalitično delovanje, saj približa Cys
115
 k PEP, da lahko 
reagirata med seboj (18). 
 





Slika 11: (A) Encim MurA brez vezanega liganda (B) MurA z vezanim UNAG (C) MurA z vezanim 
UNAG in fosfomicinom, prirejeno po: (20). 
1.6 FOSFOMCIN IN DRUGI ZAVIRALCI 
Fosfomicin je naravna antibiotična spojina, ki jo proizvaja več vrst bakterij Streptomyces 
in Pseudomonas. Deluje kot širokospektralni baktericidni antibiotik in zavira začetno 
stopnjo biosinteze celične stene tako po Gramu negativnih kot tudi po Gramu pozitivnih 
bakterij. Dolgo časa so ga uporabljali le za zdravljenje infekcij urinarnega trakta, kasneje 
pa je problem odpornosti antibiotikov povzročil ponovno zanimanje za njegovo uporabo, 
zlasti proti multirezistentnim patogenom (3). Fosfomicin oziroma [(2R,3S-3-metiloksiran-
2-il)-fosfonska kislina] je epoksid z zelo preprosto in hkrati nenavadno strukturo. Zraven 
epoksida, ki je dober elektrofil, se nahaja fosfonska kislina, kar je edinstven strukturni 
element v naravi (22). 
Fosfomicin deluje kot analog fosfoenolpiruvata in veže MurA (UDP-NAG 
enolpiruviltransferazo), bistveni encim biosinteze PG. Na ta način prepreči nastanek UDP-
NAG-3-O-enolpiruvata iz UDP-NAG in PEP med prvo stopnjo sinteze PG (3). V aktivnem 
mestu encima MurA se nahaja aminokislinski ostanek cisteina 115, ki vsebuje tiolno 
skupino. Le-ta je močan nukleofil in ireverzibilno reagira z epoksidom fosfomicina. Tvori 
se nova kovalentna vez S-C, aktivno mesto postane alkilirano, zato encim ne deluje več 
(Slika 12). S tem je onemogočeno nadaljnje nastajanje prekurzorjev PG, kar privede do 
tanjšanja PG plasti, celične lize in smrti bakterijske celice (23). 
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Slika 12: Mehanizem kovalentne inhibicije fosfomicina z aktivnim mestom MurA, prirejeno po (25). 
 
Zaradi zmanjšane permeabilnosti, modifikacije aktivnega mesta ali antibiotika nasploh se 
danes soočamo s problemom odpornosti tudi na fosfomicin, zato je nujno potreben razvoj 
novih inhibitorjev z drugačno strukturo in z drugačnim mehanizmom delovanja (24). 
Čeprav so do sedaj opravili že veliko poskusov, ostaja fosfomicin še vedno 
najučinkovitejši in edini zaviralec MurA na trgu. Z rešetanjem visokih zmogljivosti so 
odkrili potencialne inhibitorje MurA, ki pa zaradi pomanjkanja tarčne selektivnosti ali 
manjše učinkovitosti niso prišli v klinično rabo kot protibakterijske učinkovine (25). Vse te 
spojine izkazujejo zaviralne učinke proti MurA in delujejo proti več bakterijskim sevom, 
vendar je potrebna njihova nadaljnja optimizacija (26). 
Drugi zaviralci ligaze MurA: 
Benzotioksalonski derivati (Slika 13) 
Večina jih zavira MurA E. coli (IC50 = 0,25 do 18,54 µM), nekateri pa MurA S. aureus 
(MIK = 4–128 µg/mL) (24). 
  
Slika 13: Benzotioksalonski derivati (28). 
 15   
 
Ciklični disulfidi, pirazolopirimidini in purinski analogi (Slika 14) 
Te tri spojine se vežejo na encim nekovalentno in imajo močnejše zaviralno delovanje kot 
fosfomicin. Prvi dve spojini delujeta na encim MurA ireverzibilno, zadnja pa reverzibilno, 
MIK (S. aureus) je 4–32 µg/ml. Rezultati študij so pokazali, da gre za nespecifičen 






Derivati sulfoniloksi antranilne kisline (Slika 15) 
Derivati sulfoniloksi antranilne kisline delujejo proti encimu MurA kot kompetitivni 
zaviralci z UDP-NAG. Prva spojina na spodnji sliki prepreči prehod odprte oblike v zaprto 









Imidazolni derivati (Slika 16) 
Med poskusom sinteze PG so odkrili dva imidazolna derivata, ki bi lahko bila potencialna 
zaviralca, učinkovitost pa so dokazali le pri prvi spojini na spodnji sliki (IC50 = 6 µM) (25). 
Ta spojina ima MIK 8–32 µg/ml proti več po Gramu pozitivnim bakterijam in 32 µg/ml 
proti Candidi albicans. Protiglivična aktivnost v tem območju MIK lahko nakazuje, da 
protibakterijsko delovanje ni MurA specifično (27). 
 
Slika 14: Ciklični disulfidi, pirazolopirimidini in purinski analogi (28). 
Slika 15: Derivata sulfoniloksi antranilne kisline (28). 








Aminotetralonski derivati (Slika 17) 
Aminotetralonski derivati zavirajo MurA E. coli in MurA S. aureus z IC50 v nizkem 
mikromolarnem območju ter izkazujejo protibakterijsko aktivnost z MIK 8–128 µg/mL. 
SAR študije so pokazale, da je α-amino ketonska skupina nujna za njihovo zaviralno 






Le en peptid deluje kot kompetitivni inhibitor na MurA, in sicer pri koncentraciji IC50 = 
200 mM (25). 
Derivati seskviterpenskih laktonov (Slika 18) 
Cnicin in cinaropikrin sta dva potencialna MurA inhibitorja naravnega izvora, ki spadata 
med seskviterpenske laktone. Delujeta proti MurA E. coli (IC50 = 16,7 in 19,5 µM) in 
MurA P. aeruginosa (IC50 = 10,3 in 12,1 µM). SAR študije so pokazale, da je estrska 
stranska skupina ključna za njuno delovanje. Za to skupino derivatov še ni bila dokazana 




Slika 16: Imidazolna derivata (28). 
Slika 17: Aminotetralonska derivata (28). 









Timerosal, tiram in ebselen (Slika 19) 
Te tri spojine delujejo proti več po Gramu negativnim bakterijam in po Gramu pozitivnem 
S. aureus. Od fosfomicina se razlikujejo po strukturi in mehanizmu delovanja, saj se vežejo 





Derivati tulipalinov in tulipozidov (Slika 20) 
So MurA inhibitorji naravnega izvora, ki jih najdemo v visokih koncentracijah v prašnicah 
rastlin. SAR študije so pokazale, da je 3`, 4`-dihidroksi-2`-metilenbutanoatna skupina 







Slika 18: Derivata seskviterpenskih laktonov (28). 
Slika 19: Timerosal, tiram in ebselen (28). 
Slika 20: Derivati tulipalinov in tulipozidov (28). 
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Tereična kislina (Slika 21) 
Gre za glivični presnovek, pridobljen iz Aspergillus terreus, ki zavira MurA E. cloacae in 
E. coli. V svoji strukturi vsebuje epoksidni obroč, UNAG in tiolno skupino Cys 115 v 
bližini aktivnega mesta (25). Tako kot fosfomicin tudi tereična kislina zavira MurA s 
tvorbo kovalentnega kompleksa s Cys
115
, k njegovemu protibakterijskemu učinku pa 
prispevajo še drugi mehanizmi. Kljub številnim podobnostim s fosfomicinom ima tereična 
kislina 50-krat manjšo spodobnost zaviranja MurA encima, njen kompleks z encimom pa 
je v zaprti konformacijski obliki (15). Njena ciljna specifičnost je vprašljiva, saj izkazuje 





Avenaciolidi (Slika 22) 
Iz Neosartorya fischeri so bili izolirani štirje avenaciolidni derivati, izmed katerih so trije 
imeli protibakterijsko delovanje proti MRSA. Mehanizem njihovega delovanja je zaviranje 
biosinteze PG, ključna za delovanje pa je α, β-nenasičena karbonilna skupina. Zavirajo 
MRSA in bakterije, odporne na fosfomicin, zato so koristne spojine za reševanje 






Derivati nitrovinilfurana (Slika 23) 
Imajo širokospektralno delovanje in zavirajo MurA od E. coli, P. aeruginosa in S. aureus v 
mikromolarnih koncentracijah. Rezultati so pokazali, da reagirajo s številnimi 
beljakovinami preko njihovih cisteinskih ostankov, zato je nadaljnji razvoj teh spojin malo 
verjeten (24). 
 
Slika 21: Tereična kislina (28). 
Slika 22: Avenaciolidi (28). 







Kinolini, naftokinonski derivati (Slika 24) 
Te spojine zavirajo MurA v nizkih mikromolarnih in submikromolarnih koncentracijah. 
Kljub temu, da tvorijo kovalentne interakcije s cisteinskimi ostanki MurA, pa ne izkazujejo 





2. NAMEN IN NAČRT DELA 
Struktura cikličnih imidov, med katere sodi tudi maleimid, kaže na potencialno biološko 
aktivnost, ki bi se jo lahko v prihodnje uporabilo v farmacevtske namene. Te molekule s 
splošno strukturo –CO-N(R)-CO- so hidrofobne in nevtralne, zato lahko prehajajo biološke 
membrane in vivo. Različni razredi cikličnih imidov izkazujejo protibakterijsko, 
protiglivično, analgetično in protitumorno delovanje, zato so zanimivi za razvoj novih 
spojin (28). 
Na Fakulteti za farmacijo so predhodno biokemijsko testirali posamezne fragmente, med 
katerimi so nekateri izkazovali dobre zaviralne aktivnosti encima MurA (29). Na podlagi 
rezultatov testiranja knjižnice fragmentov smo za osnovo naše spojine izbrali maleimid, na 
katerega bomo pripenjali razne alifatske in aromatske fragmente. Načrt dela je prikazan na 
Sliki 25. 
Cilj magistrske naloge bo torej sinteza novih spojin z maleimidnim skeletom, s pomočjo 
katerih bomo ugotavljali, kateri strukturni deli molekule tvorijo boljše interakcije z 
vezavnim mestom encima MurA. Sintetizirane spojine bomo fizikalno-kemijsko in 
Slika 23: Derivat nitrovinilfurana (27). 
Slika 24: Derivat kinolina (27). 
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spektroskopsko ovrednotili ter jim določili aktivnost z biološkim testiranjem in vitro na 
izoliranem encimu MurA.  
 
Slika 25: Načrt dela. 
 
3. MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali 
 Reagenti in topila 
Pri raziskovalnem delu smo uporabljali kemikalije naslednjih proizvajalcev: Acros 
Organics, Fluka, Merck in Sigma Aldrich. 
 
 Laboratorijska oprema 
Analitska tehtnica Mettler Toledo, laboratorijska tehtnica Mettler Toledo, UV svetilka, 
rotavapor Buchi, fen na vroči zrak, eksikator, oljna kopel, magnetno mešalo, membranska 
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črpalka, hladilnik, standardna laboratorijska oprema (čaše, bučke, erlenmajerice, lij ločnik, 
epruvete, stojala, steklene palčke, spatule, žličke …). 
 
 Risanje in poimenovanje spojin 
Za risanje spojin in reakcijskih shem ter poimenovanje spojin smo uporabili računalniški 
program ChemDraw Professional 16.0, ki ga je razvilo podjetje Perkin Elmer. Za obdelavo 
NMR spektrov smo uporabili program NMR notebook podjetja NMRTEC.  
3.2 Metode 
3.2.1 Kromatografske metode 
 Tankoplastna kromatografija (TLC) 
Za izvajanje tankoplastne kromatografije smo uporabljali aluminijaste plošče s silikagelom 
60 F254 (0,25 mm) proizvajalca Merck. Spojine smo detektirali na kromatografskih ploščah 
z UV svetilko pri valovni dolžini 254 nm. S tankoplastno kromatografijo smo spremljali 
potek reakcij in uspešnost čiščenja spojin s kolonsko kromatografijo. Za razvijanje 
kromatogramov smo uporabili različne mobilne faze, ki so navedene v eksperimentalnem 
delu pri vsaki spojini posebej. 
 Kolonska kromatografija 
Za izvajanje kolonske kromatografije smo glede na količino vzorca najprej izbrali ustrezno 
veliko stekleno kolono. Kot stacionarno fazo uporabljali Silica gel 60 proizvajalca Merck z 
velikostjo delcev 0,040 mm – 0,063 mm. Izbrane mobilne faze so navedene v 
eksperimentalnem delu. S to metodo smo ločili nečistote in stranske produkte od našega 
produkta ter tako očistili sintetizirane spojine.  
 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) 
HPLC analize smo izvedli na Agilent Technologies HP 1100 z G1365B UV-VIS 
detektorjem (220 in 254 nm). S to metodo smo določili čistost končnih produktov.  
3.2.2 Spektroskopske metode 
 Jedrska magnetna resonanca (NMR) 





C NMR spektre smo snemali na spektrometru Bruker AVANCE III pri 295 K s 
tetrametilsilanom (TMS) kot internim standardom. 
1
H spektre smo posneli pri 400 MHz, 
13
C pa pri 100 MHz. Uporabili smo devterirani topili DMSO-d6 ali CDCl3. 
 Infrardeča spektroskopija (IR) 
IR spektre smo posneli na spektrometru Perkin Elmer 1600 FTIR 1600. 
 Masna spektrometrija (MS) 
Masne spektre smo posneli na spektrometru Thermo Scientific Q EXACTIVE PLUS. 
3.2.3 Določanje tališča 
Tališča sintetiziranih spojin smo določili na talilnem mikroskopu Cambridge Instruments z 
ogrevalno mizico Reichert. 
3.2.4 Biološko testiranje spojin 
Sintetiziranim spojinam smo s testom z barvilom malahitno zeleno določili zaviralno 
aktivnost. MurA katalizira reakcijo med UDP-NAG in PEP, pri reakciji pa nastajata UDP-
NAG-EP in fosfat (16). Glede na količino prostega anorganskega fosfata lahko določimo 
katalitično aktivnost encima MurA.  
Najprej smo pripravili osnovne raztopine vseh spojin v DMSO. Reakcije smo sprožili z 
dodatkom E. coli MurA v raztopino inhibitorja v DMSO, PEP (100 µM), UNAG (200 
µM), Triton X-114 (0.005 % v/v), DTT (1 mM) in HEPES pufer (50 mM), pH = 7.8. 50 µL 
vsake reakcijske zmesi smo inkubirali 15 min pri 37 °C in nato dodali 100 µM 
Biomol®Green reagenta. Pri encimski reakciji se je novonastali anorganski fosfat povezal 
z molibdatom, nastali fosfomolibdat pa je tvoril obarvan kompleks z malahitno zelenim. Po 
5 min smo določili količino nastalega kompleksa z merjenjem absorbance pri 650 nm. 
Rezultate smo podali v odstotkih z rezidualno aktivnostjo (RA) pri koncentraciji zaviralca 
100 µM. Rezidualne aktivnosti so bile izračunane glede na kontrolno reakcijo brez 
testiranih spojin. Spojinam z RA pod 40 % smo izračunali srednjo zaviralno koncentracijo 
(IC50) (26), (30). Testiranja je opravila doc. dr. Martina Hrast, mag. farm. na Fakulteti za 
farmacijo Univerze v Ljubljani.  
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4. EKSPERIMENTALNI DEL 
4.1 Splošni sintezni postopki 
4.1.1 Sintezni postopek A (sinteza vmesne, odprte oblike spojine – intermediata)  
V bučko smo natehtali izhodno spojino (b) (1,00 ekv) in ustrezno količino malein 
anhidrida (a) (1,00 ekv). Dodali smo 10 ml ocetne kisline ter pustili mešati čez noč pri 
sobni temperaturi. Potem smo uparili topilo pod znižanim tlakom in posneli NMR spekter 
vmesne oblike spojine (c).  
 




4.1.2 Sintezni postopek B (sinteza končne spojine – ciklizacija intermediata)  
V bučko smo natehtali intermediat (c) in dodali 30 ml ocetne kisline. Reakcijsko zmes smo 
segrevali pri temperaturi refluksa, vmes pa spremljali potek reakcije s TLC. Po končani 





4.1.3 Sintezni postopek C (sinteza končne spojine)  
V bučko smo natehtali izhodno spojino (1,00 ekv) in ustrezno količino trietilamina (2,00 
ekv). Dodali smo 10 ml toluena in pustili mešati 2,5 ure. Po končani reakciji smo uparili 
topilo pod znižanim tlakom in posneli NMR. Pripravili smo raztopino 1M HCl v 30 ml 
vode s pH = 2 in jo dodali k oborini. Z dobljeno raztopino smo izvedli ekstrakcijo z 
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Združene organske faze smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali sušilno sredstvo in 






4.2 Sinteze posameznih spojin 
4.2.1 Sinteza 2-(2,5-diokso-2,5-dihidro-1H-pirol-1-il)ocetne kisline (1) 
Intermediat spojine (1a) smo sintetizirali po postopku A (malein anhidrid: 1,00 g, 10,20 
mmol, 1,00 ekv, glicin: 765,54 mg, 10,20 mmol, 1,00 ekv). Ciklizacija vmesne spojine je 
potekala 6 ur po postopku B. Dobljen produkt (1) smo ekstrahirali z vodo. Topilo smo 
uparili pod znižanim tlakom in dobili rumenkasto suspenzijo. Le-to smo pustili na zraku, 
da je izkristalizirala do belkastih kristalčkov. Oborini smo dodali dietil eter, jo dali na 


















 25   
 
4-((karboksimetil)amino)-4-oksobut-2-
enojska kislina (1a) 
 2-(2,5-diokso-2,5-dihidro-1H-pirol-1-
il)ocetna kislina (1) 






molska masa 173,03 g/mol molska masa 155,02 g/mol 
Rf 1,36 
MF: EtOAc : 
MeOH : H20 = 10 : 
5 : 3 + 3 gtt 
CH3COOH 
Rf 0,84  
MF: EtOAc : 
MeOH : H20 = 10 : 
5 : 3 + 3 gtt 
CH3COOH 




H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 3,92 (d, J = 5,6 Hz, 2H, CH2), 6,31 (d, J = 12,4 Hz, 1H, 
CH=C), 6,44 (d, J = 12,4 Hz, 1H, CH=C), 9,26 (t, J = 5,1 Hz, 
1H, CONH), 13,74 (s, 2H, COOH) 
13
C NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 41.48, 130.46, 133.58, 165.75, 166.54, 170.89 
IR (ATR) ν [cm
-1
] 3312, 3055, 2922, 2623, 2539, 1715, 1677, 1612, 1503, 1398, 




izračunana za C6H7NO5: 172,0251 
HPLC tR = 1,210 min 




H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 4,15 (s, 2H, CH2), 7,13 (s, 2H, 2x CH=C), 13,14 (s, 1H, 
COOH) 
1








(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 38.98, 135.39, 169.43, 170.86 
IR (ATR) ν [cm
-1
] 3097, 2942, 1744, 1680, 1575, 1442, 1395, 1313, 1187, 1153, 




izračunana za C6H5NO4: 154,0146 
HPLC tR = 1,617 min 
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4.2.2 Sinteza 1-(2-hidroksietil)-1H-pirol-2,5-diona (2) 
Spojino 2a smo sintetizirali po postopku A (malein anhidrid: 3,00 g, 30,59 mmol, 1,00 ekv, 
etanolamin: 1,85 mL, 30,59 mmol, 1,00 ekv). Dobili smo oranžno-rumeno raztopino. 
Ciklizacija vmesne spojine (izhajali smo iz 1,5 g) do spojine 2 je potekala 6h po postopku 
B. Dobili smo 1,49 g oranžno-rjave viskozne spojine, ki smo jo raztopili v 50 ml etilacetata 
in sprali z vodo (2x 20 ml). Po uparitvi topila pod znižanim tlakom smo dobili oranžno 
viskozno spojino. Le-to smo pustili na zraku, da je izkristalizirala, in dobili 613,36 mg 
spojine v obliki oranžnih kristalčkov. Spojino smo pustili čez noč v dietil etru, da bi se 



























molska masa 159,05 g/mol molska masa 141,04 g/mol 
Rf / Rf 0,58 
MF: DKM : MeOH 
= 7 : 1 








H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
/ (brez čiščenja šli v naslednjo reakcijo) 
13
C NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
/ (brez čiščenja šli v naslednjo reakcijo) 
IR (ATR) ν [cm
-1
] 2949, 2146, 2000, 1704, 1630, 1559, 1360, 1229, 1051, 1009, 




izračunana za C6H9NO4: 160,0604 




H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 1,94 (s, 1H, OH), 3,65 (t, J = 5,3 Hz, 2H, CH2), 4,12 (t, J = 
5,3 Hz, 2H, CH2), 7,05 (s, 2H, 2x CH=C) 
13
C NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 36.89, 61.50, 135.10, 171.31 
IR (ATR) ν [cm
-1
] 3096, 2957, 1730, 1701, 1439, 1406, 1389, 1369, 1330, 1231, 




izračunana za C6H7NO3: 142,0499 
HPLC tR = 5,190 min 
69,92 % (220 nm) 
4.2.3 Sinteza 3-(2,5-diokso-2,5-dihidro-1H-pirol-1-il)propanojske kisline (3) 
Spojino 3a smo sintetizirali po postopku A (malein anhidrid: 3,00 g, 30,59 mmol, 1,00 
ekv., beta alanin: 2,725 g, 30,59 mmol, 1,00 ekv.). Dobili smo belo oborino. Ciklizacija 
vmesne spojine do spojine 3 je potekala 6 ur po postopku B. Po uparitvi topila pod 
znižanim tlakom smo spojini dodali malo dietil etra, vendar se spojina ni raztopila in 
oborila. Nato smo poskusili s kristalizacijo v etilacetatu, a prav tako neuspešno, zato smo 
se odločili za čiščenje s kolonsko kromatografijo. Spojini smo uparili topilo in dobili pol 
trdno pol viskozno rjavo tekočino. Vzorec se je le deloma raztopil v etilacetatu, zato smo 
na kolono nanesli le tekoči del. Kot mobilno fazo smo na prvih 70 mL izbrali etilacetat, 
nato pa smo mu dodali še ocetno kislino. Pri sedmi epruveti je začela prihajati ven spojina, 
ki pa je bila žal na startu na TLC. Združili smo frakcije 7 – 13 in 14 – 21 ter jim uparili 
topilo. Na NMR smo opazili, da ima spojina še več nečistot kot prej, zato smo nastavili 
reakcijo ciklizacije v večji količini in nato poskušali z drugimi metodami čiščenja. S 100 
mg vzorca smo izvedli ekstrakcijo z NaHCO3: vzorec smo raztopili v 50 mL etilacetata, 
ekstrahirali s 3x 20 mL NaHCO3, nakisali z 1M HCl do pH 1-2, ekstrahirali z 2x 30 mL 
etilacetata. Ugotovili smo, da je maleimidni obroč deloma odprt ter da je še vedno prisoten 
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etilacetat. Drugih 100 mg vzorca smo ekstrahirali z 0,1 M NaOH: vzorec smo raztopili v 
50 mL etilacetata, ekstrahirali z 2x 20 mL 0,1M NaOH, nakisali z 1M HCl do pH 1-2, 
ekstrahirali z 2x 30 mL etilacetata in dobili odprto obliko spojine (spojina je nestabilna v 
bazičnem). Preostalih 100 mg vzorca smo raztopili v 50 mL etilacetata in ekstrahirali z 2x 
20 mL prečiščene vode ter dobili še najbolj čisto spojino. Nato smo še preostalo količino 
vzorca ekstrahirali z vodo in uparili topilo pod znižanim tlakom. Dobili smo spojino v 
obliki kristalčkov kožne barve, ki smo jo pustili čez noč v heksanu, da bi se znebili 
ostankov ocetne kisline. Nato smo posušili spojino in ji dolili dietil eter, jo dali na 

















enojska kislina (3a) 
 3-(2,5-diokso-2,5-dihidro-1H-pirol-1-
il)propanojska kislina (3) 






molska masa 187,05 g/mol molska masa 169,04 g/mol 
Rf / Rf 0,38 
MF: EtOAc 








H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 2,58 (t, J = 6,7 Hz, 2H, CH2), 3,01 (t, J = 6,8 Hz, 2H, CH2), 
6,24 (d, J = 12,4 Hz, 1H, CH=C), 6,38 (d, J = 12,4 Hz, 1H, 
CH=C), 9,22 (s, 1H, CONH), 13,45 (s, 2H, COOH) 
13
C NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 33.50, 35.77, 131.78, 133.38, 165.86, 166.20, 173.12 
IR (ATR) ν [cm
-1
] 3325, 3052, 2956, 2611, 1881, 1708, 1686, 1625, 1529, 1431, 
1400, 1366, 1314, 1280, 1219, 1202, 1095, 1048, 989, 947, 




izračunana za C7H9NO5: 186,0408 
HPLC tR = 1,463 min 




H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 2,50 (t, J = 7,2 Hz, 2H, CH2), 3,62 (t, J = 7,2 Hz, 2H, CH2), 
7,02 (s, 2H, 2x CH=C), 12,42 (s, 1H, COOH) 
13
C NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 32.86, 33.75, 135.04, 171.20, 172.54 
IR (ATR) ν [cm
-1
] 3093, 1692, 1445, 1409, 1375, 1337, 1307, 1229, 1169, 1152, 




izračunana za C7H7NO4: 168,0302 
HPLC tR = 1,570 min 
93,34 % (220 nm) 
4.2.4 Sinteza 2-(2,5-diokso-2,5-dihidro-1H-pirol-1-il)benzojske kisline (4) 
Spojino 4a smo sintetizirali po postopku A (malein anhidrid: 3,00 g, 30,59 mmol, 1,00 
ekv., 2-aminobenzojska kislina: 4,20 g, 30,59 mmol, 1,00 ekv.). Ciklizacija vmesne spojine 
do spojine 4 je potekala po postopku C. Spojino smo nato raztopili v etilacetatu (refluks) in 
dodali petroleter, da se je oborila in odnučali. Produkt je vseboval še veliko nečistot, zato 
smo ga raztopili v majhni količini etilacetata in čistili s kolonsko kromatografijo. Za 
mobilno fazo smo najprej uporabili Hex : EtOAc = 1 : 1, nato čisti etilacetat, na koncu pa 
smo mu dodali še ocetno kislino. Združili smo frakcije 15 – 19 in uparili topilo pod 






















enoilamino)benzojska kislina (4a) 
 2-(2,5-diokso-2,5-dihidro-1H-pirol-1-
il)benzojska kislina (4) 
izgled oborina kožne 
barve 






molska masa 235,05 g/mol molska masa 217,04 g/mol 
Rf / Rf 0,13 
MF: Hex : EtOAc 
= 1 : 1 + 
CH3COOH 




H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 6,32 (d, J = 12,00 Hz, CH=C), 6,61 (d, J = 12,00 Hz, 
CH=C), 7,21 (t, J = 7,5 Hz, Ar-H), 7,63 (t, J = 8,0 Hz, Ar-H), 
8,01 (dd, J = 8,1 Hz, J = 1,5 Hz, 1H, Ar-H), 8,49 (d, J = 8,3 
Hz, 1H, Ar-H), 11,34 (s, 1H, NHCO), 13,26 (s, 2H, COOH) 
13
C NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 117.38, 120.75, 123.74, 129.77, 131.63, 133.82, 134.58, 
140.67, 164.10, 166.99, 169.86  
IR (ATR) ν [cm
-1
] 3066, 2398, 1895, 1689, 1601, 1574, 1525, 1484, 1454, 1401, 
1304, 1224, 2269, 1149, 1092, 977, 903, 848, 782, 753, 694, 




izračunana za C11H9NO5: 236,0553 
HPLC tR = 12,440 min 
78,98 % (220 nm) 
4a 
4 




H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 7,23 (s, 2H, 2x CH=C), 7,41 (dd, J = 8,00 Hz, J = 1,1 Hz, 
1H, Ar-H), 7,59 (t, J = 7,5 Hz, 1H, Ar-H), 7,73 (t, J = 7,8 Hz, 
1H, Ar-H), 8.0 (dd, J = 8,0 Hz, J = 1,6 Hz, 1H, Ar-H), 13,18 
(s, 1H, COOH) 
13
C NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 129.60, 131.16, 131.53, 131.63, 133.50, 135.60, 166.61, 
170.60 
IR (ATR) ν [cm
-1
] 2862, 2663, 2542, 1680, 1598, 1574, 1492, 1453, 1422, 1384, 
1301, 1281, 1268, 1210, 1149, 1094, 1058, 1038, 1007, 973, 





izračunana za C11H7NO4: 216,0302 
HPLC tR = 9,433 min 
97,58 % (220 nm) 
4.2.5 Sinteza 3-(2,5-diokso-2,5-dihidro-1H-pirol-1-il)benzojske kisline (5) 
Spojino 5a smo sintetizirali po postopku A (malein anhidrid: 3,00 g, 30,59 mmol, 1,00 
ekv., 3-aminobenzojska kislina: 4,20 g, 30,59 mmol, 1,00 ekv.). Ciklizacija vmesne spojine 
do spojine 5 je potekala 8 ur po postopku B. Dobili smo svetlo rumeno oborino. Spojino 
smo čistili s kolonsko kromatografijo. Za mobilno fazo smo uporabili etilacetat z 
dodatkom ocetne kisline. Združenim frakcijam (6 – 8) smo uparili topilo pod znižanim 
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3-(3-karboksiprop-2-
enoilamino)benzojska kislina (5a) 
 3-(2,5-diokso-2,5-dihidro-1H-pirol-1-
il)benzojska kislina (5) 
izgled svetlo rumena 
oborina 







molska masa 235,05 g/mol molska masa 217,04 g/mol 
Rf / Rf 0,46 
MF: EtOAc + 
CH3COOH 




H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 6,33 (d, J = 11,9 Hz, 1H, CH=C), 6,48 (d, J = 12,1 Hz, 1H, 
CH=C), 7,47 (t, J = 8,0 Hz, Ar-H), 7,66 (d, J = 7,9 Hz, 1H, 
Ar-H), 7,83 (d, J = 8,1 Hz, 1H, Ar-H), 8,28 (t, J = 1,6 Hz, 1H, 




(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 115.79, 118.31, 119.36, 129.50, 131.43, 131.86, 134.47, 
147.73, 166.49, 167.33, 168.23 
IR (ATR) ν [cm
-1
] 3002, 2616, 1918, 1692, 1644, 1626, 1593, 1493, 1388, 1367, 
1315, 1269, 1206, 1145, 1101, 1002, 971, 863, 819, 789, 749, 




izračunana za C11H9NO5: 234,0408 
HPLC tR = 2,093 min 




H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 7,23 (s, 2H, 2x CH=C), 7,63-7,65 (m, 2H, Ar-H), 7,97-8,00 
(m, 2H, Ar-H), 13,18 (s, 1H, COOH) 
13
C NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
127.82, 128.82, 129.68, 131.35, 132.03, 132.36, 135.18, 
167.09, 170.22, 172.54   
IR (ATR) ν [cm
-1
] 3098, 1701, 1609, 1589, 1489, 1456, 1401, 1384, 1278, 1213, 
1150, 1087, 1071, 1034, 906, 837, 751, 724, 692, 661, 628, 




izračunana za C11H7NO4: 216,0302 
HPLC tR = 11,243 min 
97,18 % (220 nm) 
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4.2.6 Sinteza 4-(2,5-diokso-2,5-dihidro-1H-pirol-1-il)benzojske kisline (6) 
Spojino 6a smo sintetizirali po postopku A (malein anhidrid: 3,00 g, 30,59 mmol, 1,00 
ekv., 4-aminobenzojska kislina: 4,20 g, 30,59 mmol, 1,00 ekv.). Ciklizacija vmesne spojine 
do spojine 6 je potekala po postopku B. Dobili smo svetlo rumeno oborino, ki smo jo 
zaradi nečistot ekstrahirali. 500 mg spojine smo raztopili v 50 ml etilacetata in sprali z 1 x 
30 ml razredčene 1M HCl (pH = 2). Organske faze smo sušili in uparili topilo. Dobili smo 
415 mg svetlo rumene oborine. Spojino smo nadalje čistili s kolonsko kromatografijo. Kot 
mobilno fazo smo izbrali etilacetat z dodatkom 1 % ocetne kisline. Združenim frakcijam (1 
– 8) smo pod znižanim tlakom uparili topilo in dobili rumenkasto oborino z maso 423 mg 















enoilamino)benzojska kislina (6a) 
 4-(2,5-diokso-2,5-dihidro-1H-pirol-1-
il)benzojska kislina (6) 







molska masa 235,05 g/mol molska masa 217,04 g/mol 
Rf  Rf 0,52 
MF: EtOAc + 
CH3COOH (1 %) 








H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 6,34 (d, J = 12,00 Hz, 1H, CH=C), 6,50 (d, J = 12,00 Hz, 
1H, CH=C), 7,74 (d, J = 8,8 Hz, 2H, Ar-H), 7,91 (d, J = 8,8 
Hz, 2H, Ar-H), 10,61 (s, 1H, NHCO), 12,55 (s, 2H, COOH) 
13
C NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 113.16, 119.19, 126.02, 130.90, 132.14, 143.18, 164.14, 
167.40, 172.55 
IR (ATR) ν [cm
-1
] 3289, 2881, 2558, 1891, 1691, 1611, 1577, 1525, 1425, 1406, 
1291, 1221, 1176, 1121, 970, 937, 864, 847, 806, 771, 695, 




izračunana za C11H9NO5: 234,0408 
HPLC / (brez čiščenja šli v naslednjo reakcijo) 
 
(6) 
1H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 7,23 (s, 2H, 2x CH=C), 7,52 (d, 2H, J = 8,6 Hz, Ar-H), 8,08 
(d, 2H, J = 8,7 Hz, Ar-H), 12,94 (s, 1H, COOH) 
13
C NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 126.59, 130.03, 130.39, 135.29, 135.96, 167.20, 170.01 
IR (ATR) ν [cm
-1
] 3102, 1775, 1702, 1603, 1515, 1420, 1379, 1292, 1211, 1176, 




izračunana za C11H7NO4: 216,0302 
HPLC tR = 10,263 min 
98,33 % (220 nm) 
4.2.7 Sinteza 1-(2-hidroksifenil)-1H-pirol-2,5-dion (7) 
Spojino 7a smo sintetizirali po postopku A (malein anhidrid: 3,00 g, 30,59 mmol, 1,00 
ekv., 2-aminofenol: 3,34 g, 30,59 mmol, 1,00 ekv.). Ciklizacija vmesne spojine do spojine 
7 je potekala 8 ur po postopku B. Dobili smo temnorjavo viskozno spojino, ki smo jo 
nadalje raztopili v etilacetatu in čistili s kolonsko kromatografijo. Za mobilno fazo smo 
izbrali zmes heksan : etilacetat = 1 : 1. Združenim frakcijam (13 – 16) smo uparili topilo 



























molska masa 207,05 g/mol molska masa 189,04 g/mol 
Rf / Rf 0,3 
MF: Hex : EtOAc 
= 1 : 1 




H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 6,36 (d, J = 12,1 Hz, 1H, CH=C), 6,69 (d, J = 12,2 Hz, 1H, 
CH=C), 6,82 (t, J = 7,6 Hz, 1H, Ar-H), 6,92 (dd, J = 8,1 Hz, J 
= 1,4 Hz, 1H, Ar-H), 7,02 (t, J = 7,7 Hz, 1H, Ar-H), 7,80 (dd, 
J = 8,0 Hz, J = 1,5 Hz), 9,90 (s, 1H, Ar-OH), 9,98 (s, 1H, 
CONH), 13,30 (s, 1H, COOH) 
13
C NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 116.10, 119.45, 123.38, 125.61, 126.12, 131.48, 132.25, 
148.93, 163.95, 167.42 
IR (ATR) ν [cm
-1
] 3394, 3144, 2236, 1883, 1695, 1615, 1561, 1534, 1495, 1456, 
1414, 1353, 1323, 1288, 1241, 1224, 1104, 1045, 988, 903, 




izračunana za C10H9NO4: 206,0459 
HPLC tR = 6,147 min 










H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 6,87 (t, J = 7,2 Hz, 1H, Ar-H), 6,95 (d, J = 8,2 Hz, 1H, Ar-
H), 7,13 (d, J = 7,7 Hz, 1H, Ar-H), 7,17 (s, 2H, 2x CH=C), 
7,27 (t, J = 7,3 Hz, 1H, Ar-H), 9,83 (s, 1H, Ar-OH) 
13
C NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 116.93, 119.04, 119.60, 130.70, 130.89, 135.42, 154.45, 
170.62 
IR (ATR) ν [cm
-1
] 3360, 3098, 1700, 1603, 1512, 1458, 1432, 1404, 1348, 1299, 
1267, 1235, 1211, 1186, 1155, 1108, 1072, 1038, 955, 863, 




izračunana za C10H7NO3: 190,0499 
HPLC tR = 7,413 min 
96,73 % (220 nm) 
4.2.8 Sinteza 1-(4-hidroksifenil)-1H-pirol-2,5-diona (8) 
Spojino 8a smo sintetizirali po postopku A (malein anhidrid: 3,00 g, 30,59 mmol, 1,00 
ekv., 4-aminofenol: 3,34 g, 30,59 mmol, 1,00 ekv.). Dobili smo rumeno oborino. 
Ciklizacija vmesne spojine do spojine 8 je potekala 8 ur po postopku B. Dobljeno oranžno-
rjavo oborino smo čistili s kolonsko kromatografijo. Kot mobilno fazo smo uporabili zmes 
heksan : etilacetat = 1 : 1. Združenim frakcijam (1 – 8) smo uparili topilo pod znižanim 
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4-((4-hidroksifenil)amino)-4-oksobut-2-
enojska kislina (8a) 
 1-(4-hidroksifenil)-1H-pirol-2,5-dion 
(8) 







molska masa 207,05 g/mol molska masa 189,04 g/mol 
Rf / Rf 0,34 
MF: Hex : EtOAc 
= 1 : 1 




H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 6,32 (d, J = 12,2 Hz, 1H, CH=C), 6,50 (d, J = 12,3 Hz, 1H, 
CH=C), 6,77 (d, J = 9,0 Hz, 2H, Ar-H), 7,46 (d, J = 9,0 Hz, 
2H, Ar-H), 9,40 (bs, 1H, CONH), 10,47 (s, 1H, OH), 13,50 
(bs, 1H, COOH) 
13
C NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 115.74, 122.06, 130.19, 131.85, 132.30, 154.69, 163.28, 
166.99  
IR (ATR) ν [cm
-1
] 3289, 3066, 2822, 1876, 1696, 1609, 1534, 1498, 1456, 1406, 





izračunana za C10H9NO4: 208,0604 
HPLC tR = 1,333 min 




H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 6,84 (d, J = 8,8 Hz, 2H, Ar-H), 7,09 (d, J = 8,8 Hz, 2H, Ar-
H), 7,12 (s, 2H, 2x CH=C), 9,72 (s, 1H, Ar-OH) 
13
C NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 115.89, 122.97, 128.90, 134.98, 157.50, 170.79 
IR (ATR) ν [cm
-1
] 3477, 3112, 1890, 1696, 1604, 1586, 1517, 1446, 1398, 1306, 
1267, 1208, 1147, 1063, 1033, 952, 926, 823, 766, 717, 679, 




izračunana za C10H7NO3: 190,0499 
HPLC tR = 2,953 min 
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4.2.9 Sinteza 1-(2-nitrofenil)-1H-pirol-2,5-diona (9) 
Spojino 9a smo sintetizirali po postopku A (malein anhidrid: 3,00 g, 30,59 mmol, 1,00 
ekv., 2-nitroanilin: 4,23 g, 30,59 mmol, 1,00 ekv.). Ciklizacija vmesne spojine do spojine 9 
je potekala čez noč po postopku B. Dobili smo temnorjavo tekočino, ki se je čez nekaj časa 
strdila. Potem smo izvedli kolonsko kromatografijo. Za mobilno fazo smo najprej uporabili 
zmes heksan : etilacetat = 3 : 1, nato enako zmes v razmerju 2 : 1 in na koncu v 1 : 1. 
Združenim frakcijam (30 – 35) smo uparili topilo pod znižanim tlakom in dobili 377 mg 













enojska kislina (9a) 
 
1-(2-nitrofenil)-1H-pirol-2,5-dion (9) 






molska masa / molska masa 218,03 g/mol 
Rf / Rf 0,12 
MF: Hex : EtOAc 
= 3 : 1 








H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 7,36 (s, 2H, 2x CH=C), 7,67 (dd, J = 8,0 Hz, J = 1,2 Hz, 1H, 
Ar-H),7,76 (t, J = 7,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,93 (t, J = 7,7 Hz, 1H, 
Ar-H), 8,21 (dd, J = 8,3 Hz, J = 1,4 Hz, 1H, Ar-H)  
13
C NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 124.88, 126.02, 130.60, 131.54, 135.18, 135.96, 145.78, 
169.45 
IR (ATR) ν [cm
-1
] 3111, 1707, 1607, 1585, 1523, 1488, 1453, 1390, 1352, 1304, 
1274, 1220, 1148, 1065, 1034, 957, 876, 852, 832, 782, 746, 




izračunana za C10H6N2O4: 219,0400 
HPLC tR = 6,107 min 
96,67 % (220 nm) 
4.2.10 Sinteza N-(3-(2,5-diokso-2,5-dihidro-1H-pirol-1-il)fenil)metansulfonamida 
(10) 
Spojino 10a smo sintetizirali po postopku A (malein anhidrid: 1,00 g, 10,20 mmol, 1,00 
ekv., N-(3-aminofenil)metan sulfonamid: 1,90 g, 10,20 mmol, 1,00 ekv.). Ciklizacija 
vmesne spojine do spojine 10 je potekala čez noč po postopku B. Spojino smo očistili s 
kolonsko kromatografijo. Za mobilno fazo smo izbrali najprej zmes heksan : etilacetat = 1 : 
2, nato pa etilacetat z dodano ocetno kislino. Združenim frakcijam (5 – 13) smo uparili 
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4-((3-(metilsulfonamido)fenil)amino)-4-
oksobut-2-enojska kislina (10a) 
 N-(3-(2,5-diokso-2,5-dihidro-1H-pirol-
1-il)fenil)metansulfonamid (10) 







molska masa 284,05g/mol molska masa 266,04 g/mol 
Rf / Rf 0,35 
MF: Hex : EtOAc 
= 1 : 2 




H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 3,00 (s, 3H, CH3), 6,33 (d, J = 12,1 Hz, 1H, CH=C), 6,47 (d, 
J = 12,0 Hz, 1H, CH=C), 6,95 (d, J = 7,8 Hz, 1H, Ar-H), 7,28 
(t, J = 8,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,40 (d, J = 8,6 Hz, 1H, Ar-H), 7,61 
(t, J = 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 9,81 (s, 1H, CONH), 10,45 (s, 1H, 
SO2NH), 12,87 (s, 1H, COOH) 
13
C NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 39.60, 111.03, 115.35, 115.49, 130.08, 131.06, 131.74, 
139.32, 139.89, 163.68, 167.50 
IR (ATR) ν [cm
-1
] 3268, 3108, 1867, 1701, 1547, 1504, 1468, 1414, 1398, 1324, 
1296, 1268, 1225, 1139, 1007, 968, 903, 874, 849, 804, 758, 




izračunana za C11H12N2O5S: 283,0394 
HPLC tR = 1,310 min 




H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 3,05 (s, 3H, CH3), 7,08 (d, J = 7,8 Hz, 1H, Ar-H), 7,18 (s, 
2H, 2x CH=C), 7,22 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2x Ar-H), 7,44 (t, J = 
7,9 Hz, 1H, Ar-H), 10,00 (s, 1H, NH) 
13
C NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 39.8, 117.81, 118.98, 122.26, 130.15, 132.82, 135.14, 
139.38, 170.23 
IR (ATR) ν [cm
-1
] 3256, 1706, 1605, 1500, 1377, 1327, 1244, 1143, 1068, 1040, 




izračunana za C11H10N2O4S: 267,0434 
HPLC tR = 11,437 min 
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4.2.11 Sinteza 1-(benzotiazol-2-il)-1H-pirol-2,5-diona (11) 
Spojino 11a smo sintetizirali po postopku A (malein anhidrid: 1,00 g, 10,20 mmol, 1,00 
ekv., 2-aminobenzotiazol (bromid): 2,36 g, 10,20 mmol, 1,00 ekv., natrijev acetat: 836,59 
mg, 10,20 mmol, 1,00 ekv.). Izhodna spojina je bila v obliki soli (2-aminobenzotiazol), 
zato smo v reakcijsko zmes dodali še natrijev acetat. Ciklizacija vmesne spojine do spojine 
11 je potekala čez noč po postopku B. Spojino smo čistili s kolonsko kromatografijo. Za 
mobilno fazo smo izbrali zmes etilacetat : heksan = 1 : 1. Združenim frakcijam (5 – 11) 
smo uparili topilo pod znižanim tlakom in dobili 227 mg končnega produkta v obliki 









enojska kislina (11a) 
 1-(benzotiazol-2-il)-1H-pirol-2,5-dion 
(11) 
izgled svetlo rumena 
oborina 







molska masa 248,03 g/mol molska masa 230,02 g/mol 
Rf / Rf 0,35 
MF: Hex : EtOAc 
= 1 : 1 
tališče 88,6 – 99,3 °C + 
nekaj neraztopljeno 








H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 6,33 (d, 1H, J = 11,9 Hz, CH=C), 6,49 (d, 1H, J = 11,9 Hz, 
CH=C), 7,64 (d, J = 8,8 Hz, 2H, Ar-H), 7,77 (d, J = 8,8 Hz, 
2H, Ar-H), 10,62 (s, 1H, CONH), 12,2 (bs, 1H, COOH) 
13
C NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 112.50, 117.87, 121.29, 131.16, 131.46, 132.78, 133.09, 
140.91, 164.03, 167.48, 167.53  
IR (ATR) ν [cm
-1
] 3275, 3111, 2397, 2156, 1757, 1709, 1628, 1598, 1576, 1536, 
1481, 1398, 1369, 1322, 1258, 1200, 1083, 1030, 967, 895, 




izračunana za C11H8N2O3S: 249,0328 
HPLC tR = 1,327 min 




H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 7,23 (s, 2H, 2x CH=C), 7,52 (d, J = 8,6 Hz, 2H, Ar-H), 7,78 
(d, J = 8,7 Hz, 2H, Ar-H) 
13
C NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
111.96, 124.12, 128.60, 128.60, 131.52, 131.52, 133.31, 
135.32, 135.32, 170.00, 170.00  
IR (ATR) ν [cm
-1
] δ 3097, 2157, 1900, 1709, 1642, 1585, 1496, 1388, 1309, 
1266, 1214, 1149, 1086, 1066, 1035, 1017, 976, 948, 833, 




izračunana za C11H6N2O2S: 231,0223 
HPLC tR = 8,510 min 
99,79 % (254 nm) 
4.2.12 Sinteza 1-(3-hidroksifenil)-1H-pirol-2,5-diona (12) 
Spojino 12a smo sintetizirali po postopku A (malein anhidrid: 3,00 g, 30,59 mmol, 1,00 
ekv., 3-aminofenol: 3,34 g, 30,59 mmol, 1,00 ekv.). Ciklizacija vmesne spojine do spojine 
12 je potekala čez noč po postopku B. Spojino 12 smo očistili s kolonsko kromatografijo. 
Za mobilno fazo smo izbrali najprej zmes heksan : etilacetat = 1 : 1, nato etilacetat. 
Združenim frakcijam (5 – 17) smo uparili topilo pod znižanim tlakom in dobili 357 mg 




















enojska kislina (12a) 
 1-(3-hidroksifenil)-1H-pirol-2, 5-dion 
(12) 






molska masa 207,05 g/mol molska masa 189,04 g/mol 
Rf / Rf 0,42 
MF: Hex : EtOAc 
= 1 : 1 




H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 6,29 (d, J = 12,1 Hz, 1H, CH=C), 6,45 (d, J = 12,1 Hz, 1H, 
CH=C), 6,49 (d, J = 8,1 Hz, 1H, Ar-H), 6,97 (d, J = 8,1 Hz, 
1H, Ar-H), 7,09 (t, J = 8,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,22 (t, J =2,0 Hz, 
1H, Ar-H), 9,44 (s, 1H, R-CO-NH-R), 10,28 (s, 1H, Ar-OH), 
12,5 (bs, 1H, COOH) 
13
C NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 107.13, 110.76, 111.54, 129.95, 130.96, 132.13, 139.96, 
158.09, 163.57, 167.36 
IR (ATR) ν [cm
-1
] 3293, 3049, 1973, 1698, 1634, 1582, 1534, 1458, 1394, 1297, 
1281, 1250, 1212, 1155, 1075, 1016, 999, 979, 891, 865, 848, 




izračunana za C10H9NO4: 208,0604 
HPLC tR = 1,153 min 










H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 6,73 (t, J = 2,1 Hz, 1H, Ar-H), 6,74 (d, J = 6,9 Hz, 1H, Ar-
H), 6,78 (dd, J = 8,3 Hz, J = 1,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,16 (s, 2H, 




(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 170.36, 158.09, 135.03, 132.91, 129.98, 117.72, 115.21, 
114.26 
IR (ATR) ν [cm
-1
] 3413, 3096, 1773, 1702, 1594, 1504, 1459, 1384, 1346, 1313, 
1270, 1217, 1179, 1145, 1069, 1037, 998, 895, 860, 828, 802, 




izračunana za C10H7NO3: 190,0499 
HPLC tR = 7,377 min 
99,28 % (220 nm) 
4.2.13 Sinteza 1-cikloheksil-1H-pirol-2,5-diona (13) 
Spojino 13a smo sintetizirali po postopku A (malein anhidrid: 3,00 g, 30,59 mmol, 1,00 
ekv., cikloheksanamin: 3,51 mL, 30,59 mmol, 1,00 ekv.). Ciklizacija vmesne spojine do 
spojine 13 je potekala čez noč po postopku B. Produkt smo raztopili v DKM in ga očistili s 
kolonsko kromatografijo. Kot mobilno fazo smo uporabili najprej zmes heksan : etilacetat 
= 4 : 1, nato heksan : etilacetat = 1 : 1 in nazadnje etilacetat. Združenim frakcijam (5 – 11) 
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4-(cikloheksilamino)-4-oksobut-2-
enojska kislina (13a) 
 
1-cikloheksil-1H-pirol-2,5-dion (13) 






molska masa 197,11 g/mol molska masa 197,09 g /mol 
Rf / Rf 0,57 
MF: Hex : EtOAc 
= 1 : 1 




H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 1,14-1,31 (m, 5H, cikloheksan), 1,56-1,59 (m, 1H, 
cikloheksan), 1,69-1,82 (m, 4H, cikloheksan), 3,60-3,69 (m, 
1H, cikloheksan), 6,25 (d, J = 12,4 Hz, 1H, CH=C), 6,43 (d, J 
= 12,6 Hz, 1H, CH=C), 9,11 (d, J = 7,6 Hz, 1H, NH)    
13
C NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 24.79, 25.47, 32.17, 48.93, 132.39, 133.80, 164.94, 165.76  
IR (ATR) ν [cm
-1
] 3232, 3060, 2939, 2854, 1896, 1701, 1618, 1573, 1513, 1398, 
1373, 1346, 1320, 1295, 1256, 1214, 1148, 1078, 982, 892, 




izračunana za C10H15NO3: 196,0968 
HPLC tR = 3,143 min 




H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 1,09-1,32 (m, 3H, cikloheksan), 1,59-1,78 (m, 5H, 
cikloheksan), 1,87-1,97 (m, 2H, cikloheksan), 3,73-3,81 (m, 
1H, cikloheksan), 6,96 (s, 2H, 2x CH=C) 
13
C NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 25.31, 25.91, 30.04, 50.21, 134.76, 171.43 
IR (ATR) ν [cm
-1
] 3091, 2932, 2860, 1694, 1451, 1402, 1372, 1347, 1265, 1178, 




izračunana za C10H13NO2: 180,1030 
HPLC tR = 8,527 min 
98,45 % (220 nm) 
4.2.14 Sinteza 1-(izoksazol-3-il)-1H-pirol-2,5-diona (14) 
Spojino 14a smo sintetizirali po postopku A (malein anhidrid: 2,00 g, 20,40 mmol, 1,00 
ekv., 1,2-oksazol-3-amin: 1,71 g, 20,40 mmol, 1,00 ekv.). Ciklizacija vmesne spojine do 
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spojine 14 je potekala čez noč po postopku B. Spojino 14 smo očistili s kolonsko 
kromatografijo. Za mobilno fazo smo izbrali zmes heksan : etilacetat = 1 : 1. Združenim 
frakcijam (5 – 10) smo uparili topilo pod znižanim tlakom. Dobili smo 247 mg končnega 











enojska kislina (14a) 
 
1-(izoksazol-3-il)-1H-pirol-2,5-dion (14) 
izgled svetlo rumeni 
kristalčki 







molska masa 182,03 g/mol molska masa 164,02 g/mol 
Rf / Rf 0,27  
MF: Hex : EtOAc 
= 1 : 1 




H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 6,41 (d, J = 11,8 Hz, 1H, CH=C), 6,47 (d, J = 11,9 Hz, 1H, 
CH=C), 6,98 (d, J = 1,4 Hz, 1H, CH=C izoksazol), 8,82 (d, J 
= 1,6 Hz, 1H, CH=C izoksazol), 11,42 (s, 1H, NHCO), 12,70 
(s, 1H, COOH) 
13
C NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 99.55, 130.05, 132.08, 157.77, 160.72, 163.58, 167.57  
IR (ATR) ν [cm
-1
] 3170, 2973, 1705, 1574, 1461, 1422, 1388, 1327, 1296, 1245, 
1219, 1176, 1125, 1051, 1020, 975, 948, 888, 848, 794, 768, 




izračunana za C7H6N2O4: 183,0400 
HPLC tR = 1,247 min 
100,00 % (254 nm) 
14a 
14 






(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 6,81 (d, J = 1,8 Hz, 1H, CH=C izoksazol), 7,30 (s, 2H, 2x 
CH=C), 9,06 (d, J = 1,8 Hz, 1H, CH=C izoksazol) 
13
C NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 101.97, 136.08, 152.94, 161.92, 168.19  
IR (ATR) ν [cm
-1
] 3231, 3152, 3089, 1722, 1674, 1602, 1564, 1473, 1414, 1337, 
1291, 1252, 1172, 1140, 1112, 1094, 1044, 1001, 922, 906, 




izračunana za C7H4N2O3: 165,0295 
HPLC tR = 3,680 min 
83,67 % (220 nm) 
4.2.15 Sinteza 1-(2-(hidroksimetil)fenil-1H-pirol-2,5-diona (15) 
Spojino 15a smo sintetizirali po postopku A (malein anhidrid: 2,00 g, 20,40 mmol, 1,00 
ekv., (2-aminofenil)metanol: 2,51 g, 20,40 mmol, 1,00 ekv.). Ciklizacija vmesne spojine 
do spojine 15 je potekala čez noč po postopku B. Dobili smo 3,081 g temnorjave viskozne 
snovi. Spojino 15 smo očistili s kolonsko kromatografijo. Za mobilno fazo smo izbrali 
najprej zmes heksan : etilacetat = 1 : 2, nato etilacetat. Združenim frakcijam (4 – 6) smo 
uparili topilo pod znižanim tlakom in dobili 192 mg oranžne viskozne spojine (η = 5 %). 
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4-((2-hidroksimetil)fenil)amino)-4-












molska masa 221,07 g/mol molska masa 203,06 g/mol 
Rf / Rf 0,5 
MF: Hex : EtOAc 
= 1 : 2 





H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 4,51 (s, 2H, CH2), 5,30 (bs, 1H, OH), 6,29 (d, J = 12,3 Hz, 
1H, CH=C), 6,57 (d, J = 12,2 Hz, 1H, CH=C), 7,20-7,26 (m, 
2H, Ar-H), 7,44 (d, J = 7,7 Hz, 1H, Ar-H), 7,51 (d, J = 7,9 Hz, 
1H, Ar-H), 9,83 (s, 1H, NHCO), 13,23 (bs, 1H, COOH) 
13
C NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 60.24, 124.80, 125.89, 127.42, 127.78, 130.43, 133.13, 
134.71, 135.99, 164.18, 167.09 
IR (ATR) ν [cm
-1
] 3331, 3266, 3068, 1880, 1702, 1617, 1527, 1454, 1399, 1307, 
1215, 1162, 1011, 980, 905, 879, 845, 810, 765, 720, 688, 




izračunana za C11H11NO4: 222,0761 
HPLC tR = 1,290 min 




H NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 4,93 (s, 2H, CH2), 7,23 (s, 2H, 2x CH=C), 7,32-7,34 (m, 1H, 
Ar-H), 7,47-7,52 (m, 2H, 2x Ar-H), 7,54-7,57 (m, 1H, Ar-H) 
13
C NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
δ 62.54, 129.72, 130.27, 130.42, 130.76, 135.00, 135.49, 
170.35, 170.50  
IR (ATR) ν [cm
-1
] 1707, 1586, 1499, 1457, 1388, 1220, 1149, 1029, 955, 827, 




izračunana za C11H9NO3: 204,0655 
HPLC tR = 8,787 min 
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 Komentar reakcij 
Pri načrtovanju ustreznega sinteznega postopka smo si pomagali s člankom (32), v katerem 
je opisan relativno hiter in enostaven postopek, ki smo ga nato morali prilagoditi za naše 
potrebe ter ga tako uporabili za pripravo N-substituiranih maleimidov. Sinteza derivatov je 
potekala v dveh korakih, in sicer z reakcijo med malein anhidridom in aminom, ki ji je 
sledila dehidracija intermediata (maleaminske kisline), torej po mehanizmu adicije s 
sledečo eliminacijo (kondenzacije). Najprej smo nastavili reakcijo med malein anhidridom 
in izbranim aminom v ocetni kislini pri sobni temperaturi. Po koncu reakcije smo uparili 
topilo, dobljenim derivatom N-substituirane maleaminske kisline dodali ocetno kislino in 
jih s segrevanjem pri temperaturi refluksa ciklizirali do končnih produktov.  
Prvi korak v reakciji med primarnim aminom in cikličnim anhidridom je nukleofilni napad 
amina (nukleofil) na karbonilno skupino malein anhidrida (elektrofil). Preko tetraedričnega 
intermediata nastane maleaminska kislina, ki jo sestavlja na eni strani amid, na drugi pa 
karboksilna kislina (Slika 26). Reakcija poteka podobno kot pri drugih reaktivnih derivatih 
karboksilnih kislin, ki vsebujejo dobro izstopajoče elektron privlačne skupine (33). 
 
Slika 26: Mehanizem prve stopnje reakcije – tvorba intermediata, prirejeno po (35). 
 
Dvojna vez v malein anhidridu je konjugirana s karbonilno skupino, zato pride do 
spremembe elektronske gostote in polarizacije dvojne vezi. Lahko poteče tudi 1,4-polarna 
adicija (konjugirana, Michaelova adicija), kar vodi do nastanka stranskega produkta (Slika 
27) in manjšega izkoristka reakcije.  
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Slika 27: Domnevni stranski produkt Michaelove adicije. 
 
Temu se lahko izognemo z vzdrževanjem primerne temperature na približno 50 °C (34), 
(35). 
V drugem koraku, ki poteka pri ostrejših pogojih, pride nato do počasne intramolekularne 
reakcije med amidno in karboksilno skupino ter dehidracije/ciklizacije, ob kateri dobimo 
maleimid (Slika 28). 
 
Slika 28: Mehanizem druge stopnje reakcije – tvorba končnega produkta, prirejeno po (35). 
Za ciklodehidracijo maleaminske kisline lahko izbiramo med različnimi načini. Da poteče 
eliminacija vode in s tem zapiranje obroča, je potrebno reakcijsko zmes segrevati pri visoki 
temperaturi in/ali ji dodati katalizator, na primer kislino, ki veže vodo, lahko pa vodo 
odstranjujemo z vakuumom ali azeotropno destilacijo. Neposredno termično 
ciklodehidracijo lahko izvedemo s segrevanjem pri temperaturi okrog 200 °C. Če spojino 
izpostavljamo visoki temperaturi dalj časa, lahko pride do izomerizacije maleaminske 
kisline do termodinamsko stabilnejšega fumarnega analoga, kar zmanjša količino želenega 
produkta. Prav tako lahko pride tudi do reakcij polimerizacije, zato je ta pristop 
nepraktičen (35). Toplotno ciklodehidracijo lahko dosežemo pri nižjih temperaturah z 
uporabo azeotropne destilacije v prisotnosti kislinskega katalizatorja. Azeotropno 
odstranjevanje vode izvajamo tako, da v reakcijsko zmes dodamo topilo, ki tvori z vodo 
azeotropno zmes in ima različno gostoto od vode. Ob vrenju azeotrop destilira in se ohlaja 
v vodnem hladilniku. Destilat nato vodimo v poseben nastavek, kjer se fazi ločita – voda 
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ostaja v nastavku, topilo pa se preliva nazaj v destilacijsko bučko (34). Med azeotropna 
topila sodijo na primer cikloheksan, benzen, toluen, etilbenzen, ksilen in podobno. 
Najprimernejši je toluen, saj vre pri 110 °C pri atmosferskem tlaku, vendar reakcija poteka 
dolgo časa in daje slabe izkoristke. Cikloheksan in druga alifatska topila so veliko šibkejša 
topila in običajno ne morejo raztopiti maleaminske kisline. Benzen, ki ima nižje vrelišče 
kot toluen, je rakotvoren in zato nezaželen v industrijskih postopkih. Aromatska topila 
imajo višja vrelišča od toluena, zato po eni strani zmanjšajo reakcijski čas, po drugi pa 
lahko spodbujajo toplotno izomerizacijo maleaminske kisline. Slabe izkoristke in 
skrajšanje reakcijskega časa bi lahko izboljšali z dodatkom polarnega aprotičnega topila 
(na primer dimetilformamid, dimetilacetamid, acetonitril, N-metilpirolidon, 
dimetilsulfoksid) v reakcijsko zmes, ki poveča polarnost reakcijskega medija in tako olajša 
reakcijo, vendar bi to topilo potem težko odstranili. Polarna aprotična topila se namreč 
popolnoma mešajo z azeotropnimi topili in imajo visoko vrelišče. Tako organska topila, ki 
se uporabljajo pri azeotropni destilaciji, kot tudi polarna aprotična topila so strupena in 
okolju neprijazna (36).  
Kot dehidracijsko sredstvo lahko uporabimo acetanhidrid v prisotnosti natrijevega acetata. 
V reakciji z acetanhidridom se karboksilna kislina pretvori v mešani anhidrid. Nato pride 
do intramolekulske nukleofilne adicije s sledečo eliminacijo: amidni dušik napade 
karbonilni ogljikov atom in dobimo imid (Slika 29) (33). 
 
Slika 29: Mehanizem ciklizacije maleaminske kisline z acetanhidridom, prirejeno po (35). 
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Ta metoda je ugodna za sintezo aromatskih maleimidov, ki jih lahko nadalje očistimo s 
prekristalizacijo, ni pa primerna za pripravo alifatskih derivatov. Znano dehidracijsko 
sredstvo je tudi N, N`-dicikloheksilkarbodiimid (DCC), ki se uporablja za pripravo 
alifatskih in aromatskih maleimidov (36). DCC je eden izmed reagentov za tvorbo amidne 
vezi. V prvi stopnji reakcije pride do deprotonacije karboksilne kisline in nukleofilnega 
napada karboksilata na karbodiimidni ogljik. Nastane O-acilsečnina oziroma aktiviran 
ester, ki v drugi stopnji reagira z aminom po mehanizmu nukleofilne substitucije preko 
tetraedričnega intermediata do amida in dicikloheksilsečnine (Slika 30). Le-ta deluje kot 
odlična izstopajoča skupina in je netopna v večini organskih topil, zato se obori in jo lahko 
odstranimo kar s filtracijo (34). 
 
Slika 30: Mehanizem reakcije z DCC reagentom, prirejeno po (39). 
 
Pri sintezi amidne vezi uporabljamo tudi pomožne nukleofile, ki pripomorejo k skrajšanju 
reakcijskega časa, zmanjšanju racemizacije izhodnih spojin in omejijo tvorbo stranskih 
produktov (34). Eden izmed najpogosteje uporabljenih je 1-hidroksibenzotriazol (HOBt), 
ki prepreči pretvorbo O-acilsečnine v N-acilsečnino (stranski produkt) v reakciji z DCC. 
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HOBt tvori z O-acilsečnino aktiviran ester, ki reagira z aminom do želenega amida (Slika 
31). 
 
Slika 31: DCC/HOBt reakcija, prirejeno po (40). 
Podobno deluje tudi EDC, katerega stranski produkt (sečnina) je dobro topen v vodi in se 
ga lahko znebimo z ekstrakcijo v vodno fazo (37). Med dehidracijska sredstva spadajo tudi 
Ac2O/NR3, tionil klorid, kislinski kloridi, kloroformati, SbCl5, P2O5, 
dimetilsulfat/Na2CO3/tetrabutilamonijev bromid, klorid cianurične kisline/Et3N in drugi 
(38), (39). Njihova uporaba pogosto zahteva dodatne postopke čiščenja končnega produkta 
in zviša stroške celotnega postopka (36). 
Prva stopnja sinteze naših spojin nam ni predstavljala večjih težav, za sinteze končnega 
produkta pa smo na začetku poskušali z raznimi postopki. Pogosto smo sicer uspešno 
sintetizirali produkt, vendar je le-ta vseboval veliko nečistot. V nekaterih primerih nam ni 
uspelo sintetizirati pravega produkta. Spojino 4 smo tako najprej poskušali ciklizirati z 
enournim segrevanjem intermediata 4a pri 100 °C ob dodatku dehidracijskega sredstva 
acetanhidrida in natrijevega acetata. Produkt smo nadalje čistili s kolonsko kormatografijo. 
Za mobilno fazo smo izbrali najprej DKM : MeOH = 9 : 1, nato je 7 : 1. NMR končnega 
produkta pokazal, da je najverjetneje prišlo do odpiranja spojine na koloni, saj smo lahko 
opazili metilni ester odprte oblike produkta. Pri teh pogojih torej spojina hidrolizira, zato 
smo poiskali drug postopek, z dodatkom EDC in HOBt v DMF. NMR spekter končne 
spojine je pokazal, da nismo dobili ustreznega cikličnega produkta, ampak je najverjetneje 
prišlo do tvorbe intermediata s HOBt. Za najboljšega se je izkazal postopek z dodatkom 
trietilamina (Et3N) v toluenu, ki je podrobneje opisan v poglavju o eksperimentalnem delu. 
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V tej reakciji ciklizacije je Et3N deloval kot bazični katalizator, toluen pa kot azeotropno 
topilo. 
Reakcijo z Et3N v toluenom smo poskusili še pri ostalih derivatih aminobenzojske kisline. 
Iz NMR spektra smo ugotovili, da smo dobili produkt, vendar so bile prisotne še nečistote, 
ki se jih nismo mogli znebiti s kristalizacijo oziroma ekstrakcijo. Na koncu smo se odločili 
za ciklizacijo v CH3COOH pod refluksom. 
Tudi pri vseh ostalih spojinah smo za ciklizacijo uporabili metodo segrevanja v kislini, 
katere prednosti so poceni in preprosti reagenti ter hitra in enostavna sinteza.  
5.2 Komentar sintetiziranih spojin – maleimidov  
Ciklični imidi so pomembni gradniki sinteze naravnih spojin, zdravil in polimerov. Kot 
bioaktivne snovi izkazujejo protibakterijske, protiglivične, protivirusne, analgetične, 
protitumorske lastnosti, delujejo kot antagonisti androgenskih receptorjev, protivnetno, 
anksiolitično, antidepresivno, antikonvulzivno in kot mišični relaksanti. Na trgu obstaja 
nekaj zdravilnih učinkovin, ki so ciklični imidi, in sicer antiepileptiki fensuksimid, 
etosuksimid, mesuksimid, anksiolitik buspiron ter zaviralec imunske odzivnosti talidomid 
(Slika 32) (40).  
 
Slika 32: Primeri zdravilnih učinkovin s ciklično imidno strukturo. 
 
V svoji strukturi vsebujejo -CO-N(R)-CO- skupino. Zaradi hidrofobnosti in nevtralnosti 
strukture lahko prehajajo biološke membrane in vivo. Poimenujemo jih po kislinah 
(oziroma njihovih anhidridih), iz katerih nastanejo. Imidi s prosto NH skupino so dobro 
topni v polarnih topilih, poleg tega pa NH skupina omogoča tvorbo vodikove vezi. Imidni 
proton je bolj kisel od amidnega, saj je obdan z dvema elektron-privlačnima karbonilnima 
skupinama, ki s svojim induktivnim učinkom pritegneta elektrone z dušika in tako oslabita 
vez N-H. Vrednost pKa imidov se giblje med 8 in 12, zato lahko z njimi tvorimo soli že s 
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šibkejšimi bazami, npr. v vodni raztopini NaOH. Nastali anion je resonančno stabiliziran 
zaradi delokalizacije negativnega naboja in nukleofilen. Specifična reaktivnost imidov je 
posledica relativne kislosti NH skupine zaradi neposredne bližine karbonilnih skupin (41).  
Maleimid ima planarno strukturo in vsebuje nenasičeno dvojno vez med C3 in C4 
atomoma ter dve karbonilni skupini, eno na C2, drugo pa na C5 atomu. Dvojna vez 
predstavlja zelo reaktivno mesto. Dve karbonilni skupini (C=O) s svojim negativnim 
induktivnim (-I) in negativnim mezomernim (-M) efektom pritegneta elektrone z dvojne 
vezi, zato je malein anhidrid elektron akceptor (35). Kot med dvojno in enojno vezjo meri 
pri običajnem alkenu brez funkcionalnih skupin 120°. Pri maleimidu sta na ogljikovih 
atomih ob dvojni vezi pripeti C=O skupini, ki predstavljata sterično oviro, prav tako je 
struktura maleimida ciklična, zato se kot zmanjša na 108°. Tako prisotnost elektron 
privlačnih skupin kot napetost obroča aktivirata alken za nukleofilni napad.  
Pri pH med 6,5 in 7,5 sintetizirane spojine specifično reagirajo s tiolno skupino cisteina v 
aktivnem mestu encima MurA in nastane stabilna tioeterska vez (42). Reakcija poteka po 
principu Michaelove adicije tiolata na elektrofilno dvojno vez maleimida. Nastane 
intermediat karboanion, nato pa pride do prenosa protona med protoniranim His
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ostankom in negativno nabitim ogljikovim atomom (Slika 33) (15).  
 
Slika 33: Mehanizem reakcije (Michaelove adicije) zaviranja encima MurA, prirejeno po (17). 
 
V bolj alkalnih pogojih (pH>8,5) je reakcija usmerjena na primarni amin, prav tako se 
poveča tudi verjetnost hidrolize maleimida do nereaktivne maleaminske kisline. Lahko 
pride tudi do hidrolize kompleksa maleimid-tiol (42). 
 
Maleimid se uporablja tudi kot reaktivna skupina za tvorbo kovalentne vezi v 
biokonjugaciji – procesu vezave ene ali več spojin na biomolekulo. Nastali biokonjugati 
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omogočajo kvantifikacijo, detekcijo, sledenje, ločevanje molekul in so pomembna orodja v 
diagnostiki in terapiji (43). Na ta način pripravljajo tudi konjugate protiteles s citostatiki, ki 
zagotavljajo selektivno usmerjanje na tumorske celice. Za zdravljenje Hodgkinovega 
limfoma in anaplastičnega velikoceličnega limfoma je na trgu konjugirano monoklonsko 
protitelo brentuksimab vedotin, ki vsebuje maleimidno skupino kot vezni člen (44). Ena 
izmed uporabnih metod biokonjugacije je tudi PEGilacija, kovalentno pripenjanje 
polietilenskih verig, ki se uporablja za spreminjanje biodistribucije, farmakokinetike in 
farmakodinamike zdravil ali proteinov. Aktiviranje PEG z ustrezno funkcionalno skupino 
omogoča vezavo na specifične skupine na površini proteinov. S PEG-maleimidnim 
reagentom so kemijsko modificirali hemoglobin, ki se uporablja kot krvni nadomestek 
(MP4) (45). Maleimidni fragment je tudi gradnik molekulskih sond, ki omogočajo celično 
sledenje, detekcijo in zaznavanje gibanja protiteles ali proteinov (Slika 34). Z njimi lahko 
preučujemo lastnosti, interakcije in aktivnost drugih spojin. Fluorescentna sonda navadno 
vsebuje fluorofor, vezni člen (linker) in reaktivno skupino, s katero tvori kemoselektivno 
konjugacijo. Spodaj je prikazan primer molekulske sonde z maleimidom, ki reagira s tiolno 
skupino protitelesa in ga na ta način označi (32). 
 
Slika 34: Maleimid kot gradnik molekulske sonde (32). 
 
V nanotehnologiji uporabljajo maleimide za oblikovanje dostavnih sistemov za zdravilne 
učinkovine, s katerimi dosežejo boljšo ciljano terapijo, daljše zadrževanje ZU na mestu 
delovanja in večjo učinkovitost (46). Poznamo več vrst nanodelcev, kot so na primer 
dendrimeri, polimerni miceli, liposomi, ogljikove nanocevke, kvantne pike, biopolimerni 
nanodelci in podobno (47). Sestavljeni so iz različnih materialov, veliko pa jih temelji na 
polimerih. Številni polimeri imajo mukoadhezivne lastnosti, tj. sposobnosti pritrjevanja na 
sluznico, zaradi zmožnosti tvorjenja nekovalentnih interakcij (van der Waalsove, 
hidrofobne interakcije) z glikoproteini mucini. V zadnjih letih poskušajo znanstveniki 
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izboljšati mukoadhezivne lastnosti materialov, tako da modificirajo polimere z različnimi 
funkcionalnimi skupinami, ki lahko tvorijo specifične kovalentne vezi. Takšen primer so 
PLGA-PEG nanodelci z maleimidnimi funkcionalnimi skupinami, ki so v študijah 
izkazovali zelo dobro zadrževanje na sluznici mehurja (Slika 35). To je posledica njihove 
selektivnosti na ostanke cisteina na površini proteinov in Michaelove reakcije med tiolnimi 
ter maleimidnimi skupinami. Razvoj z maleimidno skupino modificiranih mukoadhezivnih 
dostavnih sistemov, ki podaljšajo zadrževanje ZU na sluznici, bi lahko veliko pripomogel 
pri intravezikalnem zdravljenju pacientov z rakom sečnega mehurja ali z boleznimi ostalih 
sluznic. (48), (46).  
 
Slika 35: PLGA-PEG nanodelci z maleimidno funkcionalno skupino na površini (47). 
5.3 Komentar metod izolacije in čiščenja (49) 
5.3.1 Filtracija 
S filtracijo smo ločevali trdne snovi od tekočin. Na presesalno erlenmajerico smo priklopili 
vakuumsko črpalko in filtrirali suspenzijo pod znižanim pritiskom. Naš oborjeni oziroma 
kristalizirani produkt (trdna snov) je ostal na filtrirnem papirju, medtem ko je raztopina 
prešla skozi. Pri ekstrakciji smo uporabili kar gravitacijsko filtracijo. 
5.3.2 Kristalizacija 
Pri tej metodi izkoriščamo razlike v topnosti spojin v določenem mediju v odvisnosti od 
temperature. Spojini smo dodali topilo in segrevali do vrenja. S filtracijo smo nato 
odstranili netopne primesi ter počasi ohlajali raztopino.   




Uporabljali smo ekstrakcijo tekoče-tekoče, kjer se topljenec porazdeli med dve topili, ki se 
med sabo ne mešata. V pripet lij ločnik smo nalili raztopino, iz katere smo želeli 
ekstrahirati spojino, in dodali topilo. S stresanjem lij ločnika smo pomešali fazi, ki se sicer 
ne mešata. Medtem smo lij ločnik večkrat obrnili z zamaškom navzdol in izenačevali 
pritisk z odpiranjem ventila. Po končani ekstrakciji smo počakali, da sta se plasti spet 
ločili, in spustili spodnjo fazo skozi ventil, zgornjo pa skozi zgornjo odprtino. Postopek 
smo trikrat ponovili ter združili organske faze, v katere smo ekstrahirali produkt. Na ta 
način smo naš produkt selektivno prenesli iz vodne v organsko fazo, ostale nečistote pa so 
ostale v vodni fazi. Za odstranjevanje polarnih in ionskih primesi smo uporabili nasičeno 
NaCl, za kisle primesi 0,1 M NaOH in nasičeno NaHCO3. 
5.3.4 Sušenje 
Po ekstrakciji smo organski fazi, ki je vsebovala določeno količino vode, dodali sušilno 
sredstvo. Običajno so to brezvodne anorganske soli, ki rade vežejo vodo in tvorijo 
kompleksne hidrate. Uporabili smo Na2SO4, počakali približno 10 minut, prefiltrirali 
raztopino in uparili filtrat. 
5.3.5 Uparevanje pod znižanim pritiskom 
Za odstranjevanje večjih količin topil iz raztopin pod znižanim tlakom smo uporabili 
rotavapor. Med uparevanjem se destilacijska bučka vrti, zato se na notranji strani bučke 
ustvari tanka plast tekočine in topilo hitreje odpareva. 
5.4 Rezultati bioloških testiranj 
Sintetiziranim spojinam smo z barvilom malahitno zeleno določili zaviralno aktivnost na 
encimih MurA E. coli in MurA S. aureus. Test temelji na spektrofotometrični 
kvantifikaciji kompleksa med fosfatom in barvilom malahit zeleno pri valovni dolžini 650 
nm. Encim MurA katalizira reakcijo med UDP-NAG in PEP, pri tem pa nastajata UDP-
NAG-EP in fosfat (16). Glede na količino prostega anorganskega fosfata lahko določimo 
katalitično aktivnost encima MurA. Po dodatku zaviralca MurA v vzorec se katalitična 
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aktivnost encima zmanjša, posledično se sprosti manjša količina anorganskega fosfata, zato 
je absorbanca nižja. Zmanjšanje aktivnosti smo podali v odstotkih z rezidualno aktivnostjo 
(RA) pri koncentraciji zaviralca 500 µM. RA ponazarja razmerje med aktivnostjo encima v 
prisotnosti in odsotnosti zaviralca. Nižja kot je RA, boljši zaviralec encima je testirana 
spojina. Spojinam z RA pod 40 % smo izračunali srednjo zaviralno koncentracijo (IC50), 
pri kateri je zavrte 50 % katalitske aktivnosti encima (RA = 50 %). (26) Tem spojinam smo 
določili tudi Hillov koeficient, s katerim lahko opišemo kooperativnost pri vezavi liganda 
na encim. V idealnem primeru, ko poteka vezava ene molekule liganda v eno aktivno 
mesto encima, je vrednost Hillovega koeficienta 1. Pogosto pa imajo encimi tudi več 
aktivnih mest in tako vezava prvega liganda vpliva na vezavo drugega. Če se z vezavo 
liganda poveča afiniteta za vezavo liganda na drugih vezavnih mestih, je Hillov koeficient 
večji od 1 in gre za pozitivno kooperativnost. Pri negativni kooperativnosti se z vezavo 
liganda zmanjša afiniteta za vezavo liganda na drugih vezavnih mestih, zato je vrednost 
Hillovega koeficienta manjša od 1 (50). 
Naše spojine so imele Hillov koeficient večinoma okrog 1, izjeme so spojine 3 in 11a, pri 
katerih je znašal koeficient 1,6, spojina 15a, z vrednostjo 1,7 ter spojina 2a z 1,9. Iz tega 
lahko sklepamo, da je prišlo pri teh zaviralcih do tvorbe nespecifičnih interakcij z 
encimom.  
Glede na rezultate iz Preglednice I vidimo, da so končne spojine (obarvane v modro) boljši 
zaviralci kot intermediati, kar pomeni, da k zaviralnemu učinku veliko prispeva zaprt obroč 
maleimidnega fragmenta. Vse končne spojine so imele zelo nizke vrednosti RA, nekatere 
celo 0 %, kar pomeni, da so popolnoma zavrle delovanje ligaze MurA.  
Alifatski derivati (spojine 1, 2, 3, 13) se med seboj niso bistveno razlikovali v vrednostih 
RA in IC50, so pa bile te v primerjavi z aromatskimi malenkost višje. Med fenoli je imel 
najboljše zaviralne sposobnosti derivat s hidroksilno skupino na meta mestu (spojina 12), 
potem para (spojina 8) in nazadnje tisti na orto mestu (spojina 7). Hidroksimetil-fenilni 
derivat (spojina 15) je imel zaviralni učinek tudi v odprti obliki (intermediat 15a), kot 
končna spojina pa še boljši. Pri derivatih benzojske kisline mesto karboksilne skupine ne 
vpliva na lastnosti zaviralca, saj so rezultati zelo primerljivi (spojine 4, 5, 6). Testirali smo 
tudi heterocikla z izoksazolnim (spojina 14) in benzotiazolnim fragmentom (spojina 11), 
med katerima je prvi močnejši zaviralec kot drugi. Med ostalimi spojinami smo še 
ugotovili, da je nitro derivat (spojina 9) boljši od sulfonamidnega (spojina 10). 
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Pri reaktivnih spojinah obstaja nevarnost neselektivnega delovanja, zato bi bilo potrebno 
spojine testirati še na drugih encimih in tudi preveriti citotoksičnost. 
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6. SKLEP 
Pojav bakterijske odpornosti predstavlja svetovni zdravstveni problem, zato potrebujemo 
nove protibakterijske učinkovine in zdravila. Primerna tarča za raziskovanje je encim 
MurA, ki sodeluje v začetni stopnji biosinteze peptidoglikana in ga najdemo le v 
bakterijskih celicah.  
V magistrski nalogi smo uspešno sintetizirali N-substituirane maleimide, potencialne 
zaviralce MurA, in preučevali, kateri strukturni elementi tvorijo boljše interakcije z 
encimom. Sinteza derivatov je potekala v dveh korakih, in sicer z reakcijo med malein 
anhidridom in aminom, ki ji je sledila dehidracija intermediata (maleaminske kisline). 
Postopek je bil hiter in dokaj enostaven, dobili smo želene produkte, a so bili ti večinoma 
nečisti. Več težav nam je predstavljalo čiščenje spojin, s katerim smo precej zmanjšali 
končni izkoristek reakcij. V prihodnje bi lahko poskusili še z drugimi sinteznimi 
metodami, kjer bi morda dobili čistejše končne produkte.   
Na podlagi rezultatov biološkega testiranja smo ugotovili, da so končne spojine boljši 
zaviralci kot intermediati, kar pomeni, da k zaviralnemu učinku veliko prispeva zaprt obroč 
maleimidnega fragmenta. Edina spojina, ki ima učinek tudi kot intermediat, je 15a. Težko 
sklepamo, katera učinkovina je najbolj učinkovita, ker so imele vse končne spojine zelo 
nizke in med seboj primerljive vrednosti RA. Aromatski derivati so imeli nekoliko višje 
vrednosti RA in IC50, vendar ne dovolj, da bi lahko trdili, da so slabši zaviralci od 
alifatskih. Med fenoli je imel najboljše zaviralne sposobnosti derivat s hidroksilno skupino 
na meta mestu 12, potem para 8 in nazadnje tisti na orto mestu 7. Pri derivatih benzojske 
kisline mesto karboksilne skupine ne vpliva na lastnosti zaviralca. Ugotovili smo tudi, da 
je heterocikel z izoksazolnim fragmentom 14 močnejši od benzotiazolnega 11, ter nitro 
derivat 9 boljši od sulfonamidnega 10. 
Maleimidni derivati torej izkazujejo dobre zaviralne lastnosti, zato so primerni za nadaljnjo 
optimizacijo. Zaradi nevarnosti neselektivnega delovanja bi bilo potrebno spojine testirati 
še na drugih encimih in tudi preveriti citotoksičnost. Rezultati magistrske naloge so v 
pomoč pri raziskovanju novih zaviralcev MurA.  
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PRILOGE 
Priloga 1: Seznam sintetiziranih spojin in oznak vzorcev. 
 
Spojina Oznaka vzorca 
1a FMF-2a 
1 FMF-2b16c3 
2a FMF-3a 
2 FMF-3b16c3 
3a FMF-4a 
3 FMF-4b15c3 
4a FMF-9a19 
4 FMF-9b5K 
5a FMF-12a 
5 FMF-12bK6-8 
6a FMF-13a 
6 FMF-13bK 
7a FMF-14a 
7 FMF-14bK13-16 
8a FMF-15a 
8 FMF-15bK1-8 
9 FMF-16bK30-35 
10a FMF-17a 
10 FMF-17bK5-13 
11a FMF-18a 
11 FMF-18bK5-11 
12a FMF-19a 
12 FMF-19bK5-17 
13a 20a 
13 20bK5-11 
14a 21a 
14 21bK5-10 
15a 22a 
15 22bK4-6 
 
